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RESUMO

A utilizagcdo de plantas medicinais como forma de terapia alternativa aos medicamentos
sintéticos é cada vez mais estudada e difundida em varios sistemas produtivos. Na pecuéria
leiteira, 0 uso indiscriminado de antibacterianos no tratamento de enfermidades, principalmente
da mastite, tem levado ao aumento da resisténcia de muitos microrganismos patogénicos aos
principais farmacos disponiveis no mercado. Somando-se a este fato, o incumprimento do
periodo de caréncia destes farmacos tem promovido o aumento de residuo destes no leite
produzido e disponibilizado ao consumidor, o que configura problema de salde publica. Diante
disso, o presente estudo objetivou avaliar a acdo antimicrobiana do dleo de copaiba sobre
Staphylococcus aureus, isolado do leite de vacas positivas para a presenca do microrganismo
alvo. A atividade antibacteriana foi determinada pelo teste de disco-difusdo, utilizando-se o
6leo de copaiba nas concentragdes de 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78%,
0,39% e 0,19%. Ap06s analise dos dados foi possivel verificar que o 6leo de copaiba apresentou
atividade antimicrobiana nas concentracbes de 100% a 3,12%, sendo que o aumento da
concentracdo de 6leo provocou um aumento no halo de inibicdo, concluindo-se que o poder de
inibicdo de desenvolvimento bacteriano do 6leo de copaiba sobre o Staphylococcus aureus,
causador da mastite subclinica em vacas leiteiras, existe e é dependente da diluigdo.

Palavras-chave: Fitoterapico, leite, disco-difusdo, 6leo medicinal, terapia alternativa.

INTRODUCAO

O Brasil se encontra como um dos paises com o maior rebanho bovino do mundo,

aproximadamente 200 bilhGes de cabecas, onde, esse tipo de criagdo faz parte das principais
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atividades do setor agronegdcio. Logo, 0 monitoramento da satde animal é fundamental para

assegurar os niveis de produtividade nos rebanhos com qualidade (GILBERT et al., 2002).
De acordo com o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA), entende-se por leite como “O produto oriundo da ordenha completa, e

ininterrupta, em condi¢des de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas”

(BRASIL, 1952).

A qualidade do leite possui uma grande importancia sob o ponto de vista da Saude
Publica. No Brasil, sdo comuns casos de doencas relativas ao consumo de leite cru ou de
derivados produzidos com leite contaminado com microrganismos patogénicos. Uma das
grandes causas € o fato de mais de 44% do leite consumido no pais ser originario do mercado
informal no qual é comercializado sem condicao térmica adequada ou controle laboratorial
(COSTA et al., 2017).

Sdo varios fatores que influenciam na qualidade do leite cru tais como: higiene da
ordenha e dos utensilios, manejo, alimentacdo, genética dos rebanhos, obtencdo, e também
infeccdes como a da glandula mamaria, conhecida como mastite, compdem uma das principais
causas que desempenham influéncia negativa sobre a qualidade e producéo do leite (MENEZES
etal., 2014).

Segundo Rezer (2010) o leite apresenta qualidade em relacéo a suas proteinas e uma
grande quantidade de calcio, fésforo, magnésio, vitamina A riboflavina e niacina. As alteracdes
microbianas que ocorrem no leite devem-se, principalmente, pela sua composicdo quimica
variada.

A contaminacdo e por consequéncia as alteracbes microbioldgicas que podem ocorrer
no leite, principalmente o destinado a indUstria, que se utiliza como matéria prima para diversos
produtos, apresenta perigo para o consumidor, uma vez que o leite e os produtos lacteos podem
veicular microrganismos associados a surtos de origem alimentar, além de ocasionar prejuizos
econdmicos (MENEZES et al., 2014). A microbiota que contamina o leite & geralmente
composta por bactérias que se multiplicam no leite refrigerado, enquanto que leveduras e fungos

séo raramente encontrados (REZER, 2010).
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Com a busca de maiores indices produtivos coloca em risco a salde do rebanho,
impactando no sistema imunoldgico dos animais e propiciando o surgimento de doencas de
diversas naturezas: infecciosas, metabolicas, parasitarias, imunoldgicas, comportamentais,
dentre outras, exigindo o emprego de medicacdo sistematica para recuperar a sanidade do
rebanho (FLORIAO, 2013).

Segundo Leira e colaboradores (2018) a mastite é uma doenca inflamatdria da glandula
mamaria acometida por bactérias ou microrganismos como os fungos, virus e até mesmo por
leses fisicas e estresse. De acordo com Martins et al. (2010) a mastite € dividida em dois tipos
a clinica e a subclinica, onde, a mastite clinica os sintomas de inflamag&o sdo mais graves, com
notaveis alteracfes na glandula mamaria e no leite. Ja a mastite subclinica é reconhecida por
ndo apresentar alteragdes macroscopicas, havendo apenas modificacdes quimicas e
microbioldgicas no leite (alta taxa de células imunolégicas e células do epitélio descamado),
dificultando a identificacdo e tratamento. Essa doenca é uma das mais relevantes no gado
leiteiro e ocasiona prejuizos financeiros, devido que reduz a producdo do leite, gasto com
remédios, descarte do leite contaminado, bem como o descarte dos animais (LEIRA et al.,
2018).

A doenca é transmitida por microrganismos que séo divididos em dois grandes grupos:
0s patdgenos contagiosos e os patdgenos ambientais classificando-os conforme sua origem e
meio de transmissdo. Dentre 0s microrganismos pertencentes aos grupos patdgenos contagiosos
estdo os Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Staphylococcus sp. J& os patdgenos
ambientais sdo presentes no ar, na agua, em fezes, na terra, onde, 0s microrganismos Sao
Escherichia coli, Streptococcus uberis, Pseudomonassp, os fungos principalmente leveduras e
algas aclorofiladas sdo do género Prototheca sp. (COSTA et al., 1999 e MENDONCA et al.,
1999). Esses patdgenos contagiosos tém a atividade de colonizar o epitélio dos tetos,
especialmente se a pele estiver lesionada, o qual conseguem elevar a contagem de células
somaticas (CCS) provocando a inflamacao mastite subclinica de longa duracdo (COSTA et al.,
2017).

Logo, devido as infeccBes que podem afetar a qualidade do leite, 0 uso de antibidticos
é comum tanto para fins terapéuticos, quanto para a cura de mastite. No entanto, os antibioticos
geram residuos, colocando assim, em risco a saude do consumidor, logo, torna-se um sério
problema na area econémica e de saude publica (MENDONCA et al., 1999).

Na alopatia, antimicrobianos sdo as principais substancias empregadas para tratar a

mastite e, associado ao fato do uso indiscriminado, a resisténcia dos microrganismos €
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crescente. Portanto, o emprego isolado ou associado de plantas medicinais no tratamento de

doencas pode ser estratégico e, também, para melhorar os resultados clinicos na prética
(MASSON et al., 2013).

As plantas medicinais vém se destacando no tratamento da saude, especialmente para
as populagBes mais carentes e seus rebanhos. O uso de determinadas espécies vegetais com
propriedades antimicrobianas tem crescido, principalmente, devido aos grandes problemas
associados aos antibioticos, como as reacdes de hipersensibilidade e a resisténcia microbiana.
Assim, a utilizacdo das plantas medicinais, é cada vez mais estudada como forma de terapia
alternativa aos medicamentos sintéticos que séo utilizados (LANGE et al., 2017).

Portanto, nos dias atuais buscam-se alternativas para acabar ou minimizar o risco de
residuos de antibidticos utilizados para tratar doencas no rebanho, umas das alternativas € o uso
de sustancias com acdo microbianas provenientes de plantas. Segundo Leira et al. (2018) pode
ser economicamente viavel quando a qualidade do leite € um componente significativo do
produto ou quando casos clinicos ou a transmissao de micro-organismos podem ser prevenidos.

Estudos farmacoldgicos utilizando o 6leo de copaiba mostram que 0 seu uso vem
demonstrando grande atividade anti-inflamatdria, cicatrizante, antitumoral e bactericida
(MACIEL et al., 2002). A atividade antimicrobiana do dleo de copaiba, na forma de oleorresina
e essencial foram verificadas sobre 55 microrganismos isolados de amostras de leite de vacas
diagnosticadas com mastite subclinica.

O oleo de copaiba é extraido de uma arvore especificamente do tronco, onde, possui até
36 metros de altura com popa densa, casca lisa e produzindo de 2 a 3 kg de sementes, possuindo
ativos que sdo responsaveis pela atividade bioldgica tais como: sesquiterpenos (mais de 50%
da o6leo-resina), diterpenos e 4&cidos terpénicos (PORTO, 2015). Um importante anti-
inflamatdrio de fonte natural da copaiba é o cariofileno, outro composto importante é acido
caurendico, um diterpeno que possui estudos comprovados nas acles anti-inflamatorias,
diurética e efeitos in vivo e antimicrobianos, relaxante muscular e ag¢fes citotoxicas in vitro
mostra dois constituintes ativos de sesquiterpenos presentes em 6leos de copaiba (PAIVA et
al., 2004).

Devido as substancias presentes na copaiba principalmente o 6leo, que é uma solucéo
de &cidos diterpénicos, e que essencialmente constituido por sesquiterpenos, vém sendo
investigado e empregado como alternativas para tratamentos de doencas essencialmente
inflamatorias. O 6leo € um liquido cuja a coloracdo é amarelada até marrom, apresenta cheiro
forte, sabor acre e amargo (PORTO et al., 2015).
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Vaérios estudos fitoquimico indicam que os Oleos de copaiba sdo misturas de

sesquiterpenos e diterpenos, sendo o acido copalico e os sesquiterpenos Pcariofileno e a-
copaeno, 0s principais componentes do 6leo, sendo o betacariofileno que apresentanta acédo
anti-inflamatoria antibacteriana, antifingica e antiendémica, e o beta-bisaboleno, analgésico e
anti-inflamatorio (VEIGA et al., 2005).

Ao utilizar o 6leo de copaiba para efeito antimicrobiano, sabe-se que as substancias
presentes estdo relacionadas, principalmente, a alteracdo da permeabilidade e integridade da
membrana celular bacteriana (MASSON et al, 2013). Sendo assim, acredita-se que o efeito
antimicrobiano na estrutura da parede celular bacteriana, desnaturando e coagulando proteinas
é exercido pela maioria deles. Modificam a permeabilidade da membrana citoplasmatica para
ions de hidrogénio e potassio, interrompendo 0s processos Vitais da célula, como transporte de
elétrons, translocacdo de proteinas, fosforilacdo e outras reacdes que dependem de enzimas,
resultando na perda do controle quimiosmético da célula afetada, matando a bactéria (SILVA,
2010). Braga e Silva (2007) afirma que, dentre as a¢des do 6leo de copaiba, a maior pesquisa é
feita na atividade antimicrobiana.

Devido ao aumento da resisténcia de S. aureus a diversos antimicrobianos
principalmente sintéticos, a busca por alternativas para o tratamento de mastite torna-se
fundamental e importante, logo, o presente estudo utilizou dleo de copaiba (Copaifera
langsdorffii Desf.) como uma alternativa para a inibi¢éo ou controle do S. aureus. Para isso, foi
investigado o efeito da concentracdo do 6leo de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) na
inibicdo do desenvolvimento do Staphylococcus aureus, importante agente causador da mastite

subclinica em bovinos leiteiros em ambito nacional, através da técnica de difusdo em disco.

METODOLOGIA

Amostras

Foram utilizadas 50 vacas leiteiras lactantes de uma propriedade leiteira localizada na
cidade de Pogos de Caldas-MG, para a detec¢do da mastite subclinica e coleta de amostras de
leite. Na coleta das amostras do leite, os tetos foram higienizados pela imersdo em solugéo
antisséptica de alcool iodado (5%), decorridos 30 segundos 0 excesso de antisséptico foi
removido com alcool 70% e seco com papel toalha. Apds a higienizacdo seguiu-se o teste da
caneca telada e o California Mastitis Test (CMT) para a detec¢do da mastite e dentre as 50

vacas, 10 foram considerados positivos para mastite subclinica e utilizadas na amostragem.

Foram coletados 10 mL de leite dos tetos positivos ao CMT, em frascos estéreis de 25
(83)3322.3222
contato@conapesc.com.br

Www.conapesc.com.br



CONGRESSO
NACIONAL de
PESQUISA e ENSINO

emC|IENCIAS

> CONAPESC

mL, abertos apenas no momento da coleta e fechados em seguida. As amostras foram

transportadas sob refrigeracdo ao laboratério do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da
Universidade Federal de Alfenas para realizacdo dos testes microbiologicos.

Na analise de identificacdo e caracterizacdo do Staphylococcus, 25mL da amostra foram
homogeneizados em 225 mL de solucdo salina peptonada 0,1%. A partir desta diluic&o inicial
a 10, foram preparadas mais duas diluicdes decimais (10 e 103, utilizando-se 0 mesmo

diluente.

Identificacdo e caracterizacao fenotipica de Staphylococcus

Na identificacdo do Staphylococcus foi utilizada a metodologia descrita por Lancette e
Bennett (2001), onde placas de Petri contendo agar Baird-Parker (BP) suplementado com
telurito de potassio e solucdo de gema de ovo receberam as amostras adequadamente
homogeneizadas e diluidas. A partir de cada dilui¢do, um volume de 0,1mL foi colocado sobre
o0 agar e espalhada com auxilio de uma alga em “L”. Em seguida, as placas foram incubadas a
35°C por 48 horas. Apds a incubacdo, foi realizada a contagem das colénias caracteristicas, que
apresentaram cor negra e halo. Destas, até trés col6nias foram repassadas para tubos com caldo
BHI e incubadas por 24 horas a 35°C para continuacao dos testes bioquimicos e confirmacéo
da espécie Staphylococcus aureus (catalase, coagulase, DNase, manitol e coloracdo de gram).

Para realizar a prova da catalase, por meio de uma alga bacteriol6gica foram coletadas
as colbnias suspeitas para Staphylococcus aureus foram dispersadas em uma lamina de vidro,
colocou-se sobre o esfregaco uma gota de peroxido de hidrogénio a 3%, observou-se a formacao
de bolhas, confirmando a positividade para Staphylococcus aureus.

Ap0s o teste da catalase em laminas, foram feitas provas da coagulase em tubos.
Depositou-se 0,1 mL de caldo BHI, onde havia amostras de colbnias suspeitas para
Staphylococcus em um tubo de ensaio contendo 0,5 mL de plasma humano e incubou-se por 4
horas a 35°C em banho-maria. Apos analise, observou-se formacdo de coagulo, sendo um
indicativo para positividade do Staphylococcus aureus.

O teste de DNase foi usado para detectar a degradacdo do &cido desoxirribonucléico
(DNA), contido no meio de cultura, isto ocorre apenas por bactérias que possuem uma enzima
extracelular, a desoxirribonuclease, responsavel por esta reacdo. Ao meio DNase foi adicionado
azul de ortotoluidina na concentracdo de 0,1%; inoculou-se amostras de caldo BHI contendo

colbnias suspeitas de Staphylococcuse incubou-se as placas a 35°C por 24 horas. Apés a

incubacdo observou-se a formagdo de um halo transparente, identificando a presenga de
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Staphylococcus aureus.

A confirmacdo do agente causador isolado foi realizada pelo teste de crescimento em
agar sal manitol, visto que o Staphylococcus aureus tem a capacidade de fermentar o MSA em
meio contendo 7,5% de cloreto de sddio, produzindo assim colénias grandes e rodeadas de uma
zona amarela. Estafilococos patogénicos, como S. aureus, crescem bem em ambiente rico em
sal, virando o MSA para o amarelo mediante liberacdo de &cido. Apds a incubacdo por 24 horas
a 35°C, observou-se a positividade para bactéria do género Staphylococcus aureus.

Apds andlise e confirmacdo da positividade para Staphylococcus aureus das amostras
em &gar manitol, utilizou-se a técnica de coloracdo de Gram para diferenciar bactérias gram-

positivas e gram-negativas.

Teste de sensibilidade antimicrobiana Staphylococcus aureus e Oleo de
CopaiferalangsdorffiiDesf

Apds a confirmacdo microbioldgica para bactérias Staphylococcus aureus, retiradas das
amostras de leite, utilizou-se a cepa da bactéria em questdo e aplicou-se a técnica de disco-
difusdo em &gar Mueller-Hinton para avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo extraido da
copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.).

O teste disco-difuséo foi realizado em Agar Mueller-Hinton, com aliquotas de 10uL do
6leo de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) puro e de suas diluicdes consecutivas (1+1)
utilizando como diluente dimetilsulféxido (DMSO), obtendo as concentracdes de 100%, 50%,
25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78%, 0,39% e 0,19% do O6leo (volume/volume). O
preparo dos discos de papel absorvente seguiu a técnica descrita pela FARMACOPEIA
BRASILEIRA, na qual utilizou-se discos de papeis secos e estéreis, medindo 11mm de
didmetro.

As diferentes concentracfes preparadas com 6leo de copaiba (Copaifera langsdorffii
Desf.) foram impregnadas nos disco por saturacdo em agar Mueller-Hinton fundido com a cepa
de Staphylococcus aureus. Os discos foram colocados nas placas, manualmente com o auxilio
de pingas estéreis e incubadas a 35°C por 24 horas. Para cada dilui¢do foram utilizadas 10 placas
e em cada placa dois discos saturados totalizando 20 leituras de halo para cada diluicdo. Como
controle positivo utilizou-se o antibidtico cloranfenicol (CLO), 10ug/disco. Apds o tempo de
incubacdo os diametros dos halos foram medidos com um paquimetro, sendo considerados

suscetiveis, os halos com diametro igual ou acima de 10 mm.
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Analise de Dados

Os dados foram analisados em um delineamento inteiramente casualizado composto por
8 tratamentos (7 concentracdes de 6leo de copaiba e um tratamento controle com cloranfenicol)
os tratamentos 0,78%, 0,39% e 0,19% foram suprimidos da andlise estatistica por néo
promoverem a formagcdo de halo, ou seja, ndo apresentaram atividade inibit6ria no crescimento
do Staphylococcus aureus. Os dados foram analisados inicialmente com relagdo a distribuicdo
normal dos erros, sendo os dados outlier retirados e a homogeneidade de variancias. Como as
variancias foram heterogéneas os dados foram transformados em VX, procedendo-se & analise
de variancia (ANOVA) e a comparacao de médias entre os tratamentos comparadas pelo teste
de Tukey, com p<0,05.

Como houve efeito de tratamento, os resultados obtidos foram submetidos & analise de
regressdo linear entre didmetro do halo e a concentracdo de 6leo de copaiba sendo as

concentracgdes de 0,78%, 0,39% e 0,19% do 6leo de copaiba excluidas do modelo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise de identificacdo de Staphylococcus

Na Fig.1 pode-se observar o resultado da presenca da bactéria do género Staphylococcus
aureus nas amostras de leite das vacas submetidas ao teste de CMT com correlagdo positiva
com a alta concentracdo de células somaticas, decorrentes da infec¢do da glandula mamaria

(mastite subclinica).

Fig.1 - Resultado do teste do crescimento em &gar manitol.
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Fonte: Autor.

De acordo com a ANVISA, as col6nias de S. aureus podem ter pigmento amarelo ou
amarelo-alaranjado, podendo apresentar hemolise. A coloracdo amarelada no S. aureus aparece
mais pronunciada ap6s incubacao de 72 h em temperatura ambiente. Logo, é possivel verificar

por meio da Fig.1 que as amostras apresentaram cores amarelo e amarelo-alaranjado
confirmando a presenca da bactéria.

Fig.2 - Resultado do teste de coloragdo de Gram (coloragao roxa/azulada)
U5 w—v;

Fonte: Autor.

Sabe-se que o Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram positiva onde possui trés

tipos de exotoxina que determinam sua patogenicidade: a hemolisina, a enterotoxina e a
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leucocidina, a técnica utilizada para corar diferentes microrganismos baseou-se na composi¢do

quimica e integridade da sua parede celular, classificando-as assim em Gram-negativos
(vermelho) ou Gram-positivo (roxo) (DANTAS et al., 2010). A Fig.2 mostra o resultado do
teste de coloragdo gram, confirmando que o Staphylococcus aureusé de fato uma bactéria Gram

positiva devido a coloragéo roxo apresentada.

Analise do Teste de sensibilidade antimicrobiana Staphylococcus aureus ao 6leo de
Copaifera langsdorffii Desf

A aplicacdo do O6leo de copaiba nos discos promoveu inibicdo do crescimento
microbiano, uma vez que foi verificada diferenca significativa (P<0,05) entre as médias dos
didametros dos halos observados para bactéria avaliada (Tab.1). De acordo com os resultados,
guanto maior a concentracdo do 6leo, maior foi o halo de inibicdo obtido, com diferenca
significativa entre eles. Deve ser ressaltado que nas dilui¢Ges de 0,78%, 0,39% e 0,19% do 6leo
ndo houve inibicdo do crescimento bacteriano (sem formacdo aparente do halo). O
cloranfenicol, utilizado como controle positivo no teste de disco-difusdo é um antibiético da
classe dos anfenicois, com propriedade bacteriostatica, interfere na sintese proteica bacteriana
e apresentou maior halo de inibicdo do crescimento do S. aureus, comparado as demais
concentragdes avaliadas (P<0,05).

Tab.1 - Atividade antimicrobiana pelo método de difusdo de placas do 6leo de copaiba sobre o
Staphylococcus aureus em fungéo das concentracGes avaliadas.

Tratamentos Diametro do halo de inibicdo (mm) e desvio padrao
Cloranfenicol * 25,99 (+0,0243)A
100% 14,55 (+0,0114)B
50% 12,32 (+0,0117)¢
25% 10,36 (+0,0150)°
12,5% 9,21 (+0,0095)F
6,25% 8,71 (+0,0105)"
3,12% 7,01 (+0,0111)¢
1,56% 6,06 (+0,0445)"

Médias seguidas pela mesma letra na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) *10 ug/disco (antimicrobiano sintético, controle

positivo)

Fonte: Autor

Considerando-se a classificacdo da acdo de extratos e o consequente tamanho dos halos,

proposta por Alves et al., (2000), considera-se como inativo aquele que produz um halo menor
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que 9 mm; 9 a 12 mm indicam extratos ativos, e aqueles halos de 13 a 18 mm, ou maiores,

correspondem a extratos muito ativos. Desta forma o dleo de copaiba pode ser considerado
muito ativo frente a inibicdo do crescimento microbiano na sua forma pura ou 100%.

Resultado de atividade antimicrobiana semelhante a este estudo foi demonstrado, sendo
que a concentracdo de 25% do 6leo de copaiba em dimetilsulfoxido (DMSO) foi observado
halo com inibi¢&o de crescimento bacteriano em meio de cultura Mueller-Hinton em teste de
difusdo em discos, com média de 10mm para 0 mesmo patdgeno. De acordo com Mendonca et
al., (2009), foi possivel verificar que o halo de inibicao foi de 13mm com o uso do 6leo puro
(100%), diminuindo para 11, 10, 9, 7e 7mm, nas concentrac¢des de 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12%,
respectivamente.

De acordo com estudos antimicrobianos in vitro de Gilbert e colaboradores (2002) que
utilizaram o 6leo de copaiba no combate as bactérias, mostraram atividades antimicrobianas
com o Gleo de copaiba sobre os microrganismos orais S. mutans, S. salivarius, S. pyogenese E.
faecalis. Os halos de inibicdo foram maiores que os obtidos com o controle positivo a
clorexidina, confirmando a acdo inibitéria microbiana.

Segundo Burt et al., (2018) a atividade antimicrobiana pode ser devido ao efeito do 6leo
sobre a membrana citoplasmaética, especialmente, as proteinas da membrana; alteracdo no
transporte ativo em nivel de membrana, interrompendo a forga motriz de prétons e do fluxo de
elétrons, e, também, pela coagulacdo dos conteudos celulares.

Pesquisa de Santos et al., (2008) sobre a atividade antimicrobiana do éleo de copaiba
brasileiro obtido de diferentes espécies do género Copaifera (Copaifera martii, Copaifera
officinalis e Copaifera reticulata) identificou, sob a analise de microscopia eletr6nica, que o
microrganismo S. Aureus tratado com o 6leo de copaiba apresentou danos e rompimento da
membrana da célula, resultando em alteracGes morfoldgicas, liberacdo de componentes
citoplasmaticos e reducdo no volume celular.

A atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba de acordo com Leandro et al., (2012) ndo
pode ser atribuida a um Unico componente, pois as caracteristicas farmacoldgicas podem ser
atribuidas aos diferentes compostos, que de forma sinérgica atuam na atividade antimicrobiana.
O B-cariofileno, que é um dos principais constituintes bioativos encontrados no 6leo-resina de
copaiba é um sesquiterpeno cuja composicdo perfaz 99,47% dos componentes do 6leo e
apresenta propriedades medicinais (anti-inflamatorias e antifungicas) (GALUCIO et al., 2016).
A Figura 3 mostra a anélise de regressdo onde foi possivel verificar a concentracdo mais

eficiente para inibicdo da bactéria estudada.
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Fig. 3 - Relacdo quadratica entre os halos de inibigdo antimicrobiana (mm) e as dilui¢ces do dleo de
copaiba. R"2 = coeficiente de determinacao.
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Fonte: Autor.

No presente estudo foi possivel observar por meio da analise de regressdo com modelo
quadratico, relacdo entre os niveis crescentes do 6leo de Copaiba e o tamanho do halo
representativo da inibicdo do crescimento do Staphylococcus aureus (Y = 6,777+0,1618x —
0,000849x"2), cujo modelo explica 95,37%. Neste caso, quanto maior a concentragio do 6leo
aplicado, maior foi o halo de inibicdo formado para a inibicdo do crescimento, até atingir o
ponto de inflexd@o, que foi para 100% do 6leo para S. aureus. Portanto, € possivel estimar a
concentracdo mais eficiente contra a bactéria avaliada (Fig. 3).

Considerando-se a condig@o descrita por Alves et al., (2002), no presente estudo, as
concentracdes de 25 e 12,5% do 6leo de copaiba representam halos com diametro entre 9 a 12
mm indicando extratos ativos, e, as concentraces 100, 50%, halos entre 13 a 18 mm, que
correspondem a extratos muito ativos.

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, existe a possibilidade de
tratamento de infecgdes subclinicas por S. aureus com o 6leo de Copaiba e esta deve ser
avaliada, inclusive in vivo, como uma alternativa aos antimicrobianos sintéticos para o
tratamento da mastite, garantindo assim, que nao ocorram complicacgdes infecciosas em virtude
do crescimento ou proliferacdo microbiana, e o agravamento do quadro da doenca, gerando a

diminuicdo na producdo leiteira dos animais.
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CONSIDERACOES FINAIS

Verificou-se a presenca de Staphylococcus aureusnas amostras de leite de vacas
conformadas com mastite subclinica e a partir disso, constata-se que o 6leo de Copaiba
apresenta efeito inibidor de crescimento desta bactéria quando testado. O dleo de copaiba nas
concentragOes de 12,5 e 25% € ativos para inibir a atividade microbiana e as concentracdes 50
e 100% s&o muito ativas.

Constatou-se, através desse estudo, que o halo de inibicdo antimicrobiana diminui com
0 aumento da diluicdo do extrato, podendo ser considerado como alternativa terapéutica

potencial para o controle da mastite bovina, necessitando ainda de ensaios bioldgicos in vivo.
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