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AÇÃO ANTIMICROBIANA DO ÓLEO DE COPAÍBA (Copaifera 
langsdorffii Desf.) FRENTE AO AGENTE DA MASTITE: 
Staphylococcus aureus 
 

RESUMO 
 

A utilização de plantas medicinais como forma de terapia alternativa aos 

medicamentos sintéticos é cada vez mais estudada e difundida em vários sistemas 

produtivos. Na pecuária leiteira, o uso indiscriminado de antibacterianos no 

tratamento de enfermidades, principalmente da mastite, tem levado ao aumento da 

resistência de muitos microrganismos patogênicos aos principais fármacos 

disponíveis no mercado. Somando-se a este fato, o descumprimento do período de 

carência destes fármacos tem promovido o aumento de resíduo destes no leite 

produzido e disponibilizado ao consumidor, o que configura problema de saúde 

pública. Diante disso, objetivou-se, no presente trabalho, avaliar a ação 

antimicrobiana do óleo de copaíba sobre Staphylococcus aureus, isolado do leite de 

vacas positivas para a presença do microrganismo alvo. A hipótese da pesquisa é 

que, diluído ou na máxima concentração, o óleo de copaíba pode ser capaz de inibir 

o desenvolvimento do agente causador da mastite. A atividade antibacteriana foi 

determinada pelo teste de disco-difusão, utilizando-se o óleo de copaíba nas 

concentrações de 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78%, 0,39% e 

0,19%. Verificou-se que o óleo de copaíba apresentou atividade antimicrobiana nas 

concentrações de 100% a 3,12%, sendo que o aumento da concentração de óleo 

provocou um aumento no halo de inibição. Conclui-se que o poder de inibição de 

desenvolvimento bacteriano do óleo de copaíba sobre o Staphylococcus aureus, 

causador da mastite subclínica em vacas leiteiras, existe e é dependente da diluição. 

 

Palavras-chave: Disco-difusão, Fitoterápico, Leite, Óleo medicinal, Terapia- 

alternativa. 
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ANTIMICROBIAL ACTION OF COPAÍBA OIL (Copaifera langsdorffii Desf.) 
AGAINST THE AGENT OF MASTITE: Staphylococcus aureus 

 
 

ABSTRACT 
 

The use of medicinal plants is increasingly studied as a form of alternative therapy to 

synthetic drugs. In dairy cattle, today, the indiscriminate use of antibacterial in 

treatment, mainly mastitis is a reality. In addition, was observed residue of these 

drugs on milk that was available for human consumption, which constitutes a public 

health problem. The objective of this work was to evaluate the minimum inhibitory 

concentration of copaiba oil on Staphylococcus aureus isolated from the milk of dairy 

cows positive for these microorganisms. The hypothesis was, diluted or at maximum 

concentration, copaiba oil may be able to inhibit the development of the agent 

causing mastitis. The antibacterial activity was determined by disk diffusion test, 

using copaiba oil at concentrations of 100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.12%, 

1.56%, 0.78%, 0.39% and 0.19%. It was found that the copaiba oil showed 

antimicrobial activity at concentrations ranging 100% to 3.12%, and the increase in 

oil concentration increasing the inhibition halo. Conclude that the power bacterial 

inhibition of copaiba oil on Staphylococcus aureus, which causes subclinical mastitis 

in dairy cows, exists and is dependent on the dilution. 

 
Keywords: Disco-diffusion, Herbal medicine, Milk, medicinal oil, Alternative therapy. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1. Relevância do tema 

 

A qualidade do leite possui uma grande importância sob o ponto de vista da 

Saúde Pública. No Brasil, são comuns casos de doenças relativas ao consumo 

de leite cru ou de derivados produzidos com leite contaminado com 

microrganismos patogênicos. Uma das grandes causas é o fato de mais de 

44% do leite consumido no país ser originário do mercado informal no qual é 

comercializado sem condição térmica adequada ou controle laboratorial[1]. 

No contexto da produção leiteira, a mastite configura-se, dentre outras 

doenças do rebanho, como de grande importância na produtividade e 

qualidade sanitária e tecnológica do leite[2]. 
A mastite é uma das doenças com efeitos significativos na indústria 

leiteira, por apresentar uma grande redução na produção e alterações na 

composição do leite. Esta enfermidade pode se manifestar na forma clínica ou 

subclínica;e ocorre por infecções microbiológicas causadas por microrganismos 
patogênicos que podem ser encontrados no leite e derivados. Dentre esses 

microrganismos destaca-se o Staphylococcus  aureus[3,4,5].  

Na alopatia, antimicrobianos são as principais substâncias empregadas 
para tratar a mastite e, associado ao fato do uso indiscriminado, a resistência 

dos microrganismos é crescente. Portanto, o emprego isolado ou associado de 

plantas medicinais no tratamento de doenças pode ser estratégico e, também, 

para melhorar os resultados clínicos na prática[6,7]. 
Cada vez mais as plantas medicinais têm se destacado no tratamento da 

saúde, especialmente para as populações mais carentes e seus rebanhos. O 

uso de determinadas espécies vegetais com propriedades antimicrobianas tem 

crescido, principalmente, devido aos grandes problemas associados aos 

antibióticos, como as reações de hipersensibilidade e a resistência microbiana. 

Assim, a utilização das plantas medicinais, é cada vez mais estudada como 

forma de terapia alternativa aos medicamentos sintéticos que são 

utilizados[8,9,10]. 

Estudos farmacológicos utilizando o óleo de copaíba mostram que o seu 
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uso vem demonstrando grande atividade anti-inflamatória, cicatrizante, 

antitumoral e bactericida[11]. A atividade antimicrobiana do óleo de copaíba, na 

forma de oleorresina e essencial foram verificadas sobre 55 microrganismos 

isolados de amostras de leite de vacas diagnosticadas com mastite subclínica. 

Observou-se que a oleorresina apresentou boa atividade antimicrobiana em 

amostras com Staphylococcus  coagulase positivo, Staphylococcus  coagulase 

negativo, Streptococcus do grupo C, F, G e Corynebacterium  spp. Os autores 

concluíram que frente às bactérias isoladas, a oleorresina apresentou melhor 

atividade antimicrobiana do que o óleo essencial de Copaifera  spp [12].Sendo 

assim pode-se ressaltar o potencial que o óleo de copaíba apresenta em 

atividades antimicrobianas significativas para homens e animais[13]. 

Neste contexto, objetivou-se neste trabalho determinar o efeito da 

concentração do óleo de copaíba (Copaifera  langsdorffii Desf.) na inibição do 
desenvolvimento do Staphylococcus aureus, importante agente causador da 

mastite subclínica em bovinos leiteiros em âmbito nacional, através da técnica 

de difusão em disco. 
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1.2. Fundamentação 
 
1.2.1. Doenças no rebanho da produção Leiteira 
 

O Brasil se encontra como um dos países com o maior rebanho bovino do 

mundo, aproximadamente 218 bilhões de cabeças, onde, esse tipo de criação 

faz parte das principais atividades do setor de agronegócio. Logo, o 

monitoramento da saúde animal é fundamental para assegurar os níveis de 

produtividade nos rebanhos com qualidade [14]. 

No entanto, a busca por maiores índices produtivos coloca em risco a 

saúde do rebanho, impactando no sistema imunológico dos animais e 

propiciando o surgimento de doenças de diversas naturezas: infecciosas, 

metabólicas, parasitárias, imunológicas, comportamentais, etc., exigindo o 
emprego de medicação sistemática para recuperar a sanidade do rebanho [14]. 

Entretanto, os fármacos terapêuticos usados na pecuária para combater 

doenças afetam na qualidade da carne e leite, e além de causarem a 

contaminação, prejuízos financeiros e grandes agravos à saúde humana [15]. 
 São várias as doenças que podem afetar o rebanho tais como: a 

eimeriose ou coccidiose, as helmintoses, a dermatobiose, mastite, dentre 

outras.  
 Segundo Leira e colaboradores [16], a mastite é uma doença 

inflamatória da glândula mamária acometida por bactérias ou microrganismos 

como os fungos, vírus e até mesmo por lesões físicas e estresse. Essa doença 

é uma das mais relevantes no gado leiteiro e ocasiona prejuízos financeiros, 
devido a redução da produção de leite, gasto com remédios, descarte do leite 

contaminado, bem como o descarte dos animais [17].  

 

1.2.2. Mastite e a Qualidade do Leite 

  
Um dos alimentos mais importante em todo o mundo é o leite, devido ao seu 

alto valor nutritivo, sendo por isso considerado um ótimo substrato para o 

crescimento de vários grupos de microrganismos, desejáveis e indesejáveis 

[18].  
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De acordo com o Regulamento de Inspeção Industrial e Sanitária de 

Produtos de Origem Animal (RIISPOA), entende-se por leite como: “O produto 

oriundo da ordenha completa, e ininterrupta, em condições de higiene, de 

vacas sadias, bem alimentadas e descansadas” [19].  

São vários fatores que influenciam na qualidade do leite cru tais como: 

higiene da ordenha e dos utensílios, manejo, alimentação, genética dos 

rebanhos e também infecções como a da glândula mamária, conhecida como 

mastite, que compõem uma das principais causas que desempenham 

influência negativa sobre a qualidade e produção do leite [20]. 

Segundo Rezer [21], o leite apresenta qualidade em relação a suas 

proteínas e uma grande quantidade de cálcio, fósforo, magnésio, vitamina A, 

riboflavina e niacina. As alterações microbianas que ocorrem no leite devem-

se, principalmente, pela sua composição química variada.   
A contaminação e, por conseqüência, as alterações microbiológicas que 

podem ocorrer no leite, principalmente o destinado a indústria, que se utiliza 

como matéria prima para diversos produtos, apresenta perigo para o 

consumidor, uma vez que o leite e os produtos lácteos podem veicular 
microrganismos associados a surtos de origem alimentar, além de ocasionar 

prejuízos econômicos [21]. A microbiota que contamina o leite é geralmente 

composta por bactérias que se multiplicam no leite refrigerado, enquanto que 
leveduras e fungos são raramente encontrados [22].  

De acordo com Martins et al. [23], a mastite é dividida em dois tipos, a 

clínica e a subclínica. Na mastite clínica os sintomas de inflamação são mais 

graves, com notáveis alterações na glândula mamária e no leite. Já a mastite 
subclínica é reconhecida por não apresentar alterações macroscópicas, 

havendo apenas modificações químicas e microbiológicas no leite (alta taxa de 

células imunológicas e células do epitélio descamado), dificultando a 
identificação e tratamento. 

Schvarz e Santos [24] ressaltam que um controle eficaz e prevenção de 

mastites em uma propriedade devem alcançar níveis de ocorrência menores 

que 1% do rebanho leiteiro na sua forma clínica e menores que 15% para as 

manifestações subclínicas. Martins et al., em estudo publicado em 2010 [24], 

investigaram uma propriedade leiteira e verificaram que a presença de mastite 

clínica encontrada nos animais foi de 5,8% e subclínica 65,0%, ou seja, 
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conclui-se que a mastites subclínica é predominante em relação à mastite 

clínica.  

A doença é transmitida por microrganismos que são divididos em dois 

grandes grupos: os patógenos contagiosos e os patógenos ambientais 

classificando-os conforme sua origem e meio de transmissão. Dentre os 

microrganismos pertencentes aos grupos patógenos contagiosos estão os 

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Staphylococcu ssp. Já os 

patógenos ambientais são presentes no ar, na água, em fezes e na terra, nna 

qual se encontram os microrganismos do tipo Escherichia coli, Streptococcus 

uberis, Pseudomona ssp, como também, os fungos,  principalmente leveduras 

e algas aclorofiladas, do gênero Prototheca sp. [25, 26].  

Esses patógenos contagiosos têm a atividade de colonizar o epitélio dos 

tetos, especialmente se a pele estiver lesionada, o qual conseguem elevar a 
contagem de células somáticas (CCS) provocando a inflamação mastite 

subclínica de longa duração [20].  

Para identificação da mastite existem testes como a contagem de 

células somáticas (CCS), exame físico do úbere, aparência do leite, Califórnia 

Mastitis Test (CMT), cultura e antibiograma [20].  

O leite produzido na ordenha das vacas em lactação da fazenda é 

armazenado em um tanque, onde é colhida amostra para a verificação da CCS 
para investigar indícios da doença no rebanho. Normalmente, a contagem gira 

em torno de 100.000 cels/mL, já com a mastite, os índices são acima de 

400.000 cels/mL. No entanto, a legislação brasileira diz que o leite deve 

apresentar médias geométricas trimestrais de Contagem Padrão em Placas de 
no máximo 300.000 UFC/mL (trezentas mil unidades formadoras de colônia por 

mililitro) e de Contagem de Células Somáticas de no máximo 500.000 CS/mL 

(quinhentas mil células por mililitro) [27].  
O limite de 200.000 células somáticas/mL foi o mais indicado para 

estimar infecções intramamárias, parâmetro que pode ser utilizado para 

monitorar a dinâmica da mastite nos rebanhos leiteiros [28]. 

Devido às infecções que podem afetar a qualidade do leite, o uso de 

antibióticos é comum tanto para fins terapêuticos, quanto para a cura de 

mastite. No entanto, os antibióticos geram resíduos, colocando assim, em risco 
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a saúde do consumidor, logo, torna-se um sério problema na área econômica e 

de saúde pública [29] 

Por muito tempo a preocupação com os resíduos gerados pelos 

antibióticos era presente em meios de pesquisa. Deaguayo, [30], isolaram 

inúmeras bactérias patogênicas em 231 amostras de leite pasteurizado, 

investigando a ocorrência de resistência a penicilina, polimixina, cloranfenicol, 

ampicilina, carbenicilina, eritromicina, gentamicina, canamicina e tobramicina. 

Constataram que o surgimento de múltipla resistência nestas bactérias, foi de 

27,0% em coliformes fecais, 4,0% em Salmonella e 3,0% em de S. aureus. 

Vasil [31], avaliou a sensibilidade de 320 linhagens de S. aureus 

isoladas de alimentos, inclusive leite, no período de 1993 a 1997. Observou 

que 27,0% das amostras foram resistentes a inúmeros antibióticos, ocorrendo 

com maior frequência para penicilina (22,5%), seguida de estreptomicina 
(14,7%), tetraciclina (7,2%) e ampicilina (6,9%).  

Nos dias atuais buscam-se alternativas para acabar ou minimizar o risco 

de resíduos de antibióticos utilizados para tratar doenças no rebanho, umas 

das alternativas é o uso de sustâncias com ação microbianas provenientes de 
plantas. Segundo Zafalon et al. [32], pode ser economicamente viável quando a 

qualidade do leite é um componente significativo do produto ou quando casos 

clínicos ou a transmissão de micro-organismos podem ser prevenidos. 
 

1.2.3. Propriedades antimicrobianas dos extratos de plantas 

 

O uso de plantas e seus extratos com propriedades antimicrobianas 

começaram a ser frequente em meados do século XX. Isso aconteceu devido a 

uma necessidade de produzirem-se medicamentos sintéticos a um custo 

reduzido, e com isso também tinha a facilidade de identificar compostos 

químicos [33].  

Essa facilidade de identificar compostos químicos estava aliada à 

segurança da saúde humana, pois assim reduzia-se o uso de substâncias e 
drogas artificiais. O interesse pelo uso de fitoterápicos foi renovado com a 

descoberta de bactérias a multidrogas e devido ao risco que isso representa a 

saúde do ser humano [34]. 
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Para os tratamentos de parasitoses e enfermidades infecciosas, 

incluindo até mesmo tratamentos de mastite bovina, utilizam-se os extratos de 

plantas ou substâncias ativas [35]. 

A atividade antimicrobiana das plantas em seus compostos de 

metabólicos secundários é verificada contra uma variedade de micro-

organismos, como por exemplo, os Gram-positivos e Gram-negativos. Essa 

atividade antimicrobiana é bastante vinculada ao número de compostos 

terpenos e fenólicos indicativos de ação antimicrobiana [36, 37, 38]. 

Troncarelli [39] fez um estudo em rebanhos nos estados de Minas 

Gerais e São Paulo, com incidências de mastites clínica e subclínica, e 

enfatizou a importância do uso de medicamentos à base de fitoterapia e 

homeopatia para o controle da mastite nos rebanhos. 

Ao avaliar o óleo essencial do orégano, a concentração mínima inibitória 
dos seus dois principais compostos (carvacrol e timol) para combater a 

atividade microbiana dos Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, 

observou-se que o conjunto destes teve uma atividade antimicrobiana 

significativa em relação aos compostos isolados, concluindo que a ação 
antibacteriana aditiva do carvacrol e timol tiveram um efeito inibitório nos micro-

organismos avaliados [40]. Schneid [41] avaliou que na gentamicina a atuação 

do carvacrol obteve resultado semelhante ao apresentado por Lambert [40] em 
relação ao teste de resistência e de sensibilidade.  

A atividade antibacteriana dos óleos brutos e das frações destiladas de 

Anethum graveolens L. (endro), Coriandrum sativum L. (sementes de coentro), 

C.sativum L. (folhas imaturas), e eucalipto (Eucalyptus dives) foi examinada em 
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (por exemplo, Salmonella 

typhimurium, Listeria monocytogenes, S. aureus, P. fragi, Serratia grimesii, 

Enterobacter agglomerans, Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus) [42]. Com 
essa avaliação, obtiveram resultados indicando que a amplitude e intensidade 

da atividade antimicrobiana das frações individuais (destilados) foram maiores 

que o óleo bruto [43]. 

 Já o S. Cumini (jambolão) teve sua atividade antimicrobiana confirmada 

e sugere-se a alta quantidade de taninos relacionada com a atividade 

antimicrobiana de extratos vegetais ao mostrar que, ao se eliminar os taninos, 

a propriedade antimicrobiana foi suprimida [44]. 



20 
 

 Por outro lado, os óleos essenciais de canela, cravo botão, tomilho 

branco, citronela e capim limão possuem um forte inibidor ao Staphylococcus 

aureus e S. Agalactiae na qual sugere-se que a combinação dos óleos de 

canela cássia, capim limão e cravo botão potencializam o efeito antimicrobiano 

[45]. 

 A casca da erva de bugre (Caseari.) permite a obtenção de seu extrato, 

foi observado que na concentração de 50% de extrato, a bactéria salmonela 

ATCC não cresceu, permanecendo estável [46]. 

 Os vegetais hidroalcoólicos também podem ter uma atividade 

antibacteriana de seus extratos, como foi feita na avaliação sobre a 

Staphylococcus hyicuse e Staphylococcus aureus. Ao se realizar os testes, 

concluiu-se que todos os vegetais analisados apresentavam potencial a 

atividade antimicrobiana, destacando-se o extrato de Ilex paraguariensis (Erva 
Mate) cuja elevada atividade antibacteriana bacteriostática e bactericida, 

podendo assim ser utilizado para inibir essas bactérias, o extrato de Vernonia 

puberula (Cambará-de-bicho) teve efeito bacteriostático [47]. 

O diâmetro do halo de inibição do óleo essencial de orégano, que possui 
propriedades antimicrobianas pela presença de carvacol e timol, foi avaliado 

por silva et al. [48], que confirmou frente à Salmonella enteritidis. 

 
 
1.2.4. Óleo de copaíba (Copaifera langsdorffii Desf.) 
 
O óleo de copaíba é extraído de uma arvore especificamente do tronco, na 

qual, possui até 36 metros de altura com popa densa, casca lisa e produzindo 

de 2 a 3 kg de sementes [49]. A Figura 1 mostra uma das espécies de copaíba, 

tronco e folha. 
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Figura 1. 1- Arvore e folha de uma espécie de copaíba e 2- Tronco da arvore copaíba. 

Fonte: Adaptado de Porto [49]. 

 
 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

As espécies de copaíba são encontradas nas regiões amazônicas e 
Centro-Oeste do Brasil, sendo o óleo de copaíba extraído de uma grande 

variedade de espécies de Copaifera leguminos [33], possuindo mais de 25 

espécies, sendo grande parte encontrada na América do Sul [50], e 16 delas 

encontradas somente no Brasil [51]. Floração da arvore de copaíba acontece 

de janeiro a março e os frutos são coletados de março a agosto, a mudança 

nas folhas é no período de dezembro, com perda parcial foliar no mês que 

antecede à floração [50]. 

Popularmente, o óleo de copaíba é utilizado como antisséptico, 

cicatrizante, expectorante, diurético, laxativo, estimulante, emoliente e tônico. 

No entanto, industrialmente, em sua forma in natura, pode ser empregado 

como combustível para motores diesel, devido que, contém até 15% óleos 
voláteis do petróleo, o restante são resinas e ácidos [33]. Além disso, o óleo 

possui ativos que são responsáveis pelas atividades biológicas tais como: 

sesquiterpenos conforme a Figura 3 (mais de 50% da óleo-resina), diterpenos e 

ácidos terpênicos. Um importante anti-inflamatório de fonte natural da copaíba 
é o cariofileno, outro composto importante é ácido caurenóico, um diterpeno 
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que possui estudos comprovados nas ações anti-inflamatórias, diurética e 

efeitos in vivo e antimicrobianos, relaxante muscular e ações citotóxicas in vitro 

[52] mostra dois constituintes ativos de sesquiterpenos presentes em óleos de 

copaíba. 
 

Figura 2. Constituintes ativos de sesquiterpenos presentes em óleos de copaíba. 

Fonte: Adaptado de Veiga [51]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Devido às substâncias presentes na copaíba, principalmente, o óleo, que 

é uma solução de ácidos diterpênicos e, que, essencialmente, constituído por 
sesquiterpenos, vêm sendo investigado e empregado como alternativas para 

tratamentos de doenças essencialmente inflamatórias. O óleo é um líquido cuja 

coloração é amarelada até marrom, apresenta cheiro forte, sabor acre e 

amargo [49]. 
Vários estudos fitoquímicos indicam que os óleos de copaíba são 

misturas de sesquiterpenos e diterpenos, sendo o ácido copálico e os 

sesquiterpenos β-cariofileno e α-copaeno, os principais componentes do óleo, 

sendo o β-cariofileno que apresentanta ação anti-inflamatória, antibacteriana, 

antifúngica e antiendêmica, e o β-bisaboleno, analgésico e anti-inflamatório 

[51]. 

Ao utilizar o óleo de copaíba para efeito antimicrobiano, sabe-se que as 

substâncias presentes estão relacionadas, principalmente, à alteração da 
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permeabilidade e integridade da membrana celular bacteriana conforme a 

Figura 3 [33].  

 
Figura 3. Locais e mecanismos de ação que podem ser sítios para ação de compostos 

naturais na célula bacteriana. 

                                         Fonte:Adaptado de Burt [53]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Sendo assim, acredita-se que o efeito antimicrobiano na estrutura da 

parede celular bacteriana, desnaturando e coagulando proteínas é exercido 

pela maioria deles. Modificam a permeabilidade da membrana citoplasmática 

para íons de hidrogênio e potássio, interrompendo os processos vitais da 

célula, como transporte de elétrons, translocação de proteínas, fosforilação e 

outras reações que dependem de enzimas, resultando na perda do controle 

quimiosmótico da célula afetada, matando a bactéria [33]. Braga e Silva [54] 

afirmam que, dentre as ações do óleo de copaíba, a maior pesquisa é feita na 

atividade antimicrobiana.  

Logo, Mendonça, Fioravante e Silva [26], ao avaliarem a atividade 

antimicrobiana do óleo-resina da copaíba, sendo do tipo Copaifera multijuga, 

Hayne (Leguminosae) de acordo com os resultados observados, constataram 

que esse óleo demonstrou um potencial de inibição do crescimento sobre as 

três bactérias patogênicas estudadas (Escherichia coli, Staphyloccocus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa), das quais duas delas são Gram-negativas e uma 

Gram-positiva. Conforme a diluição do óleo, nas concentrações de 100% 
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partindo de 1,56% de concentração inibitória mínima (CIM) ocorreu inibição do 

crescimento dos patógenos estudados, variando assim a atividade 

antimicrobiana [26]. 

Um estudo in vitro de Calsamiglia et al. [55], evidenciou que resultados 

prejudiciais foram encontrados para óleos essenciais acima de 500mg/L. 

Entretanto, considerando doses moderadas de 50 e 500mg/L de alguns desses 

óleos essenciais e seus componentes ativos são capazes de alterar de forma 

favorável a fermentação ruminal, alterando o metabolismo de proteínas, perfil 

de ácidos graxos e a metanogênese. Em adição, pouco é sabido, em relação 

aos parâmetros produtivos de ovinos, sobre os efeitos do uso deste óleo [56]. 

Alguns trabalham mostram uma alteração no acetato: propionato, 

esperando-se melhor aproveitamento energético e melhor acabamento de 

carcaça. Pesquisas feitas utilizando os compostos químicos oriundos de 
extratos vegetais, seja isolado, seja em sinergia, ou até mesmo o uso de 

extratos vegetais na nutrição de manejo de ruminantes têm se tornado 

importante nos últimos anos, mesmo com dados não-conclusivos [33]. 

 Inúmeros estudos foram feitos com o óleo de copaíba e os mesmos têm 
comprovado sua eficiência na ação anti-inflamatória e cicatrizante. Maior parte 

dos trabalhos que investiga a ação dos extratos vegetais no metabolismo dos 

ruminantes refere-se, principalmente, na atuação dos extratos no ambiente 
ruminal [54]. Considerando essas condições em particular, resultados 

semelhantes aos que foram usados ionóforos para os produtos resultantes dos 

processos fermentativos e ao balanço populacional de bactérias e protozoários 

no ambiente ruminal, foram obtidos, não havendo uma diferença significativa 
[57]. 

 De Lima et al. [58], verificaram a eficiência de ação do óleo da copaíba 

ao ser utilizado em experimento com isolados de Staphylococcus aureus, cuja 
capacidade de inibição sobre duas amostras resistentes a antibióticos foi 

comprovada. Alves e Colaboradores [59] avaliarem a ação antimicrobiana do 

extrato de folhas de C. Iangsdorffii Desf., o extrato teve dois resultados: sendo 

ativo contra o S. Aureus, Bacillus cereus e Pseudomonas aureginosa e inativo 

contra a Escherichia coli [54]. 
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1.3. Hipótese 

 
Devido ao aumento da resistência de S. aureus a diversos antimicrobianos, 

principalmente os sintéticos, a busca por alternativas para o tratamento de 

mastite torna-se fundamental e importante, logo, a hipótese do presente estudo 

é a de que a utilização do óleo de copaíba (Copaifera langsdorffii Desf.) é uma 
opção para a inibição ou controle do S. aureus. 

 

1.4. Objetivos gerais e específicos 

 

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo determinar o efeito do 
óleo de copaíba (Copaifera langsdorffii Desf.) na inibição do desenvolvimento 

do Staphylococcus aureus, agente causador da doença mastite em rebanhos 

de produção de leite. 

Especificadamente, objetivou-se: 
I. Identificar nas amostras obtidas do rebanho leiteiro a presença de 

Staphylococcus aureus; 

II. Analisar o efeito antimicrobiano do óleo de copaíba; 
III. Investigar a melhor concentração do óleo de copaíba para a atividade 

antimicrobiana em relação ao Staphylococcus aureus; 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
2.1. Amostragem e preparo das mostras 
 
Foram utilizadas 50 vacas leiteiras lactantes de uma propriedade leiteira 

localizada no município de Cosmorama-SP, para a detecção da mastite 

subclínica e coleta de amostras de leite. 

Na coleta das amostras do leite, os tetos foram higienizados pela 

imersão em solução antisséptica de álcool iodado (5%), decorridos 30 

segundos o excesso de antisséptico foi removido com álcool 70% e seco com 

papel toalha. Após a higienização seguiu-se o teste da caneca telada e o 

California Mastitis Test (CMT) [60], para a detecção da mastite, e dentre as 50 

vacas, 10 foram considerados positivos para mastite subclínica e utilizadas na 

amostragem. 

Foram coletados 10 mL de leite dos tetos positivos ao CMT, em frascos 
estéreis de 25 mL, abertos apenas no momento da coleta e fechados em 

seguida. As amostras foram transportadas sob refrigeração ao laboratório para 

realização dos testes microbiológicos. 

Na análise de identificação e caracterização do Staphylococcus, 25mL 
da amostra foram homogeneizados em 225 mL de solução salina peptonada 

0,1%. A partir desta diluição inicial a 10-1, foram preparadas mais duas 

diluições decimais (10-2 e 10-3), utilizando-se o mesmo diluente.  
 
2.2. Identificação e caracterização fenotípica de Staphylococcus 

 

Na identificação do Staphylococcus foi utilizada a metodologia descrita por 

Lancette e Bennett, 2001 [61], na qual placas de Petri contendo ágar Baird-

Parker (BP) suplementado com telurito de potássio e solução de gema de ovo 

receberam as amostras adequadamente homogeneizadas e diluídas. A partir 
de cada diluição, um volume de 0,1mL foi colocado sobre o ágar e espalhada 

com auxílio de uma alça em “L”. Em seguida, as placas foram incubadas a 

35ºC por 48 horas. Após a incubação, foi realizada a contagem das colônias 

características, que apresentaram cor negra e halo. Destas, até três colônias 

foram repassadas para tubos com caldo BHI e incubadas por 24 horas a 35ºC, 
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para continuação dos testes bioquímicos e confirmação da espécie 

Staphylococcus aureus (catalase, coagulase, DNase, manitol e coloração de 

gram). 

Para realizar a prova da catalase, por meio de uma alça bacteriológica 

foram coletadas as colônias suspeitas para Staphylococcus aureus, foram 

dispersas em uma lâmina de vidro, colocando-se sobre o esfregaço uma gota 

de peróxido de hidrogênio a 3%, observou-se a formação de bolhas, 

confirmando a positividade para Staphylococcus aureus [62]. 

Após o teste da catalase em lâminas, foram feitas provas da coagulase 

em tubos. Depositou-se 0,1 mL de caldo BHI, onde havia amostras de colônias 

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. Após 

análise, observou-se formação de coágulo, sendo um indicativo para 
positividade do Staphylococcus aureus [63]. 

O teste de DNase foi usado para detectar a degradação do ácido 

desoxirribonucléico (DNA), contido no meio de cultura, isto ocorre apenas por 

bactérias que possuem uma enzima extracelular, a desoxirribonuclease, 
responsável por esta reação. Ao meio DNase foi adicionado azul de 

ortotoluidina na concentração de 0,1%; inoculou-se amostras de caldo BHI 

contendo colônias suspeitas de Staphylococcus e incubou-se as placas a 35°C 
por 24 horas. Após a incubação observou-se a formação de um halo 

transparente, identificando a presença de Staphylococcus aureus [64]. 

A confirmação do agente causador isolado foi realizada pelo teste de 

crescimento em ágar salmanitol, visto que o Staphylococcus aureus tem a 
capacidade de fermentar o MSA em meio contendo 7,5% de cloreto de sódio, 

produzindo assim colônias grandes e rodeadas de uma zona amarela. 

Estafilococos patogênicos, como S.aureus, crescem bem em ambiente rico em 
sal, virando o MSA para o amarelo mediante liberação de ácido. Após a 

incubação por 24 horas a 35ºC, observou-se a positividade para bactéria do 

gênero Staphylococcus aureus. 

Após análise e confirmação da positividade para Staphylococcus aureus 

das amostras em ágar manitol, utilizou-se a técnica de coloração de Gram para 

diferenciar bactérias gram-positivas e gram-negativas. 
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2.2.1. Teste de sensibilidade antimicrobiana Staphylococcus aureus e 
óleo de Copaifera langsdorffii Desf 
 
Após a confirmação microbiológica para bactérias Staphylococcus aureus, 
retiradas das amostras de leite, utilizou-se a cepa da bactéria em questão e 

aplicou-se a técnica de disco-difusão [65] em ágar Mueller-Hinton para avaliar a 

atividade antimicrobiana do óleo extraído da copaíba (Copaifera langsdorffii 

Desf.).  
O teste disco-difusão foi realizado em Agar Mueller-Hinton, com 

alíquotas de 10μL do óleo de copaíba (Copaifera langsdorffii Desf.) puro e de 

suas diluições consecutivas (1+1) utilizando como diluente dimetilsulfóxido 
(DMSO), obtendo as concentrações de 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 

3,12%, 1,56%, 0,78%, 0,39% e 0,19% do óleo (volume/volume). O preparo dos 

discos de papel absorvente seguiu a técnica descrita pela Farmacopéia 

Brasileira [66], na qual utilizou-se discos de papeis secos e estéreis, medindo 
11mm de diâmetro. 

As diferentes concentrações preparadas com óleo de copaíba (Copaifera 

langsdorffii Desf.) foram impregnadas nos disco por saturação [66] em ágar 

Mueller-Hinton fundido com a cepa de Staphylococcus aureus. Os discos foram 

colocados nas placas, manualmente com o auxílio de pinças estéreis e 

incubadas à 35ºC por 24 horas. Para cada diluição foram utilizadas 10 placas e 

em cada placa dois discos saturados totalizando 20 leituras de halo para cada 

diluição. Como controle positivo utilizou-se o antibiótico cloranfenicol (CLO), 

10µg/disco. 

Após o tempo de incubação os diâmetros dos halos foram medidos com 

um paquímetro, sendo considerados suscetíveis os halos com diâmetro igual 

ou acima de 10 mm. 

 
2.3. Análise de Dados 
 
Os dados foram analisados em um delineamento inteiramente casualizado 

composto por 8 tratamentos (7 concentrações de óleo de copaíba e um 

tratamento controle com cloranfenicol). Os tratamentos 0,78%, 0,39% e 0,19% 

foram suprimidos da análise estatística por não promoverem a formação de 

halo, ou seja, não apresentaram atividade inibitória no crescimento do 
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Staphylococcus aureus. Os dados foram analisados, inicialmente, com relação 

à distribuição normal dos erros, sendo os dados outlier retirados e à 

homogeneidade de variâncias. Como as variâncias foram heterogêneas os 

dados foram transformados em √푋, procedendo-se à análise de variância 

(ANOVA) e a comparação de médias entre os tratamentos comparados pelo 

teste de Tukey, com p<0,05. 
Como houve efeito de tratamento, os resultados obtidos foram 

submetidos à análise de regressão linear, entre diâmetro do halo e a 

concentração de óleo de copaíba, sendo as concentrações de 0,78%, 0,39% e 

0,19% do óleo de copaíba excluídas do modelo.  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
3.1 Análise de identificação de Staphylococcus 
  
Na Figura 4 pode-se observar o resultado da presença da bactéria do gênero 

Staphylococcus aureus nas amostras de leite das vacas submetidas ao teste 

de CMT com correlação positiva com a alta concentração de células somáticas, 

decorrentes da infecção da glândula mamária (mastite subclínica). 
 

Figura 4. Resultado do teste do crescimento em ágar manitol.       

A formação de halo amarelo ao redor das colônias indica presença 
do S. aureus, devido à   capacidade de fermentar o manitol 

contendo 7,5% de cloreto de sódio. 
Fonte: Autor. 

 

De acordo com a ANVISA, as colônias de S. aureus podem ter pigmento 

amarelo ou amarelo-alaranjado, podendo apresentar hemólise. A coloração 
amarelada no S. aureus aparece mais pronunciada após incubação de 72 h em 

temperatura ambiente. Logo, é possível verificar por meio da figura 4 que as 

amostras apresentaram cores amarelo e amarelo-alaranjado confirmando a 
presença da bactéria. 

Sabe-se que o Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram positiva 

onde possui três tipos de exotoxina que determinam sua patogenicidade: a 

hemolisina, a enterotoxina e a leucocidina, a técnica utilizada para corar 
diferentes microrganismos baseou-se na composição química e integridade da 

sua parede celular, classificando-as assim em Gram-negativos (vermelho) ou 
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Gram-positivo (roxo). A Figura 5 mostra o resultado do teste de coloração 

gram, confirmando que o Staphylococcus aureus é de fato uma bactéria Gram 

positiva, devido à coloração roxa apresentada. 

 
Figura 5. Resultado do teste de coloração de Gram (coloração roxa/azulada), com a presença 

de colônias de bactérias Gram positivas dispostos em grupos em forma de “cachos de uvas”, 

visto ao microscópio (100x). 

Fonte: Autor. 
 

 

3.2 Análise do Teste de sensibilidade antimicrobiana Staphylococcus 
aureus ao óleo de Copaifera langsdorffii Desf 
 
A aplicação do óleo de copaíba nos discos promoveu inibição do crescimento 
microbiano, uma vez que foi verificada diferença significativa (P<0,05) entre as 

médias dos diâmetros dos halos observados para bactéria avaliada (Tabela 1).       

De acordo com os resultados, quanto maior a concentração do óleo, maior foi o 

halo de inibição obtido, com diferença significativa entre eles. Deve ser 
ressaltado que nas diluições de 0,78%, 0,39% e 0,19% do óleo, não houve 

inibição do crescimento bacteriano (sem formação aparente do halo). 

O cloranfenicol, utilizado como controle positivo no teste de disco-

difusão é um antibiótico da classe dos anfenicóis, com propriedade 

bacteriostática, interfere na síntese protéica bacteriana e apresentou maior halo 
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de inibição do crescimento do S. aureus, comparado às demais concentrações 

avaliadas (P<0,05).  
 

Tabela 1. Atividade antimicrobiana pelo método de difusão de placas do óleo 
de copaíba sobre o Staphylococcus aureus em função das concentrações 

avaliadas. 

 

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 classificação da ação de extratos e o consequente 
tamanho dos halos, proposta por Alves [67], considera-se como inativo aquele 

que produz um halo menor 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 óleo de copaíba pode ser considerado muito ativo frente 

à inibição do crescimento microbiano na sua forma pura ou 100%. 

Resultado de atividade antimicrobiana semelhante a este estudo foi 

demonstrado, sendo que à concentração de 25% do óleo de copaíba em 

dimetilsulfoxido (DMSO) foi observado halo com inibição de crescimento 

bacteriano em meio de cultura Mueller-Hinton em teste de difusão em discos, 

com média de 10 mm para o mesmo patógeno [68]. De acordo com os autores, 

foi possível verificar que o halo de inibição foi de 13 mm com o uso do óleo 

puro (100%), diminuindo para 11, 10, 9, 7 e 7 mm, nas concentrações de 50, 

25, 12,5, 6,25 e 3,12%, respectivamente [68].  

Tratamentos 
Diâmetro do halo de inibição (mm) e desvio 

padrão 

Cloranfenicol * 25,99 (±0,0243)A 

100% 14,55 (±0,0114)B 

50% 12,32 (±0,0117)C 
25% 10,36 (±0,0150)D 

12,5% 9,21 (±0,0095)E 

6,25% 8,71 (±0,0105)F 

3,12% 7,01 (±0,0111)G 
1,56% 6,06 (±0,0445)H 
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Foram observados resultados negativos, quando o óleo de copaíba foi 

pesquisado quanto a sua ação antimicrobiana frente aos microrganismos 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida 

albicans. No estudo, utilizou-se metodologia diferente da utilizada neste 

trabalho, em ágar com orifício e observaram o crescimento dos microrganismos 

avaliados [69]. 

Em outro trabalho de pesquisa, foi demonstrado que o oléo-resina obtido 

de Copaifera langsdorffii apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias 

Gram-positivas [70]. 

De acordo com estudos antimicrobianos in vitro que utilizaram o óleo de 

copaíba no combate às bactérias [71], mostraram atividades antimicrobianas 

com o óleo de copaíba sobre os microrganismos orais S. mutans, S. salivarius, 

S. pyogenes e E. fecalis. Os halos de inibição foram maiores que os obtidos 
com o controle positivo a clorexidina, confirmando a ação inibitória microbiana. 

Segundo autores [72, 53, 73, 74], a atividade antimicrobiana pode ser 

devido ao efeito do óleo sobre a membrana citoplasmática, especialmente, às 

proteínas da membrana; alteração no transporte ativo em nível de membrana, 
interrompendo a força motriz de prótons e do fluxo de elétrons, e, também, pela 

coagulação dos conteúdos celulares. Pesquisa [75] sobre a atividade 

antimicrobiana do óleo de copaíba brasileiro obtido de diferentes espécies do 
gênero Copaifera (Copaifera martii, Copaifera officinalis e Copaifera reticulata) 

identificou, sob a análise de microscopia eletrônica, que o microrganismo S. 

Aureus tratado com o óleo de copaíba apresentou danos e rompimento da 

membrana da célula, resultando em alterações morfológicas, liberação de 
componentes citoplasmáticos e redução no volume celular.  

A atividade antimicrobiana do óleo de copaíba de acordo com Leandro et 

al. [76] não pode ser atribuída a um único componente, pois as características 
farmacológicas podem ser atribuídas aos diferentes compostos, que de forma 

sinérgica atuam na atividade antimicrobiana. O β-cariofileno, que é um dos 

principais constituintes bioativos encontrados no óleo-resina de copaíba é um 

sesquiterpeno cuja composição perfaz 99,47% dos componentes do óleo e 

apresenta propriedades medicinais (anti-inflamatórias e antifúngicas) [77]. 

No presente estudo foi possível observar, também, pela análise de 

regressão com modelo quadrático, relação entre os níveis crescentes do óleo 
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de Copaíba e o tamanho do halo representativo da inibição do crescimento do 

Staphylococcus aureus (Y = 6,777+0,1618x –0,000849x^2), cujo modelo explica 

95,37%. Neste caso, quanto maior a concentração do óleo aplicado, maior foi o 

halo de inibição formado para a inibição do crescimento, até atingir o ponto de 

inflexão, que foi para 100% do óleo para S. aureus. Portanto, é possível 

estimar a concentração mais eficiente contra a bactéria avaliada (Figura 6). 
 
Figura 6. Relação quadrática entre os halos de inibição antimicrobiana (mm) e as diluições do 

óleo de copaíba.R^2 = coeficiente de determinação 

Fonte: Autor. 

Considerando-se a condição descrita por Alves et al. [67], no presente 

estudo, as concentrações de 25 e 12,5% do óleo de copaíba representam 

halos com diâmetro entre 9 a 12 mm indicando extratos ativos, e as 
concentrações de 100 e 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 infecções subclínicas por S. aureus com o óleo 
de Copaíba e está deve ser avaliada, inclusive in vivo, como uma alternativa 

aos antimicrobianos sintéticos para o tratamento da mastite, garantindo assim, 

que não ocorram complicações infecciosas em virtude do crescimento ou 
proliferação microbiana, e o agravamento do quadro da doença, gerando a 

diminuição na produção leiteira dos animais. 
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4. CONCLUSÃO 
 

Verificou-se a presença de Staphylococcus aureus nas amostras de leite de 

vacas confirmadas com mastite subclínica e a partir disso, constata-se que o 
óleo de Copaíba apresenta efeito inibidor de crescimento desta bactéria 

quando testado. O óleo de copaíba nas concentrações de 12,5 e 25% é ativo 

para inibir a atividade microbiana e as concentrações 50 e 100% são muito 

ativas. 

Constatou-se, através desse estudo, que o halo de inibição 

antimicrobiana diminui com o aumento da diluição do extrato, podendo ser 

considerado como alternativa terapêutica potencial para o controle da mastite 

bovina, necessitando ainda de ensaios biológicos in vivo. 
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