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APRESENTAÇÃO

A utilização de plantas como medicamento provavelmente é tão antiga quanto o 
surgimento do homem, pois sempre existiu uma grande preocupação com as doenças 
durante toda a história da humanidade. No Brasil, a cultura indígena, possui uma 
sabedoria tradicional, passada de geração a geração acerca das propriedades dessas 
plantas. Apesar de muitas plantas serem úteis para a medicina, existem algumas 
tóxicas ou venenosas, sendo necessário conhecer as características de cada uma. 
Se fazendo importante os estudos científicos, tendo em vista a grande diversidade de 
flora do Brasil. 

O leitor irá encontrar nesta obra estudos que abordam diversas propriedades 
das plantas medicinais, como sua ação antioxidante, antimicrobiana, analgésica e 
ainda a utilização dos óleos essenciais como conservantes de alimentos. Também 
sua utilização na defesa contra raios UV, utilizando compostos químicos naturais de 
plantas. 

O e-book “Produção e Controle de Produtos Naturais 2”, possui 9 artigos 
científicos, e ressalta a importância de dar seguimento ao conhecimento acerca das 
pesquisas da flora brasileira, que contribuem para o crescimento e o desenvolvimento 
da pesquisa, preservação da utilização das plantas, levando o leitor a uma reflexão. 
Desejamos uma ótima leitura!

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Vanessa Reis Cardoso
Kleber Veras Cordeiro
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CAPÍTULO 1
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AÇÃO ANTIMICROBIANA DO ÓLEO DE COPAÍBA 
(Copaifera langsdorffii Desf.) FRENTE AO AGENTE 

DA MASTITE BOVINA: Staphylococcus aureus

Liandra Maria Abaker Bertipaglia 
(Universidade Brasil, UB, Descalvado-SP) http://
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Bruno Benhocci Santana 
(Universidade Brasil, UB, Descalvado-

SP, Centro Universitário de Votuporanga, 
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Gabriel Maurício Peruca de Melo 
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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 incumprimento 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 
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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: fitoterápico, leite, disco-difusão, óleo medicinal, terapia 
alternativa.

COPAIBA OIL (Copaifera langsdorffii DESF.) ANTIMICROBIAL ACTION AGAINST 
BOVINE MASTITIS AGENT: 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 microorganism. 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.

KEY WORDS: alternative therapy, disk diffusion test, medicinal oil, milk, phytotherapeutic.

1 |  INTRODUÇÃO

Atualmente, aproximadamente 820 milhões de toneladas de leite são produzidas 
por ano no mundo. No Brasil, entre 2005 e 2016, houve crescimento de 138% nas 
vendas de leite UHT e 509% de queijos (EMBRAPA, 2019) 

A mastite bovina é a inflamação sob os tecidos devido ao dano fisiológico, à 
irritação química ou à infecção, considerada prevalente e onerosa à indústria leiteira. 
A patologia pode ser classificada em clínica e subclínica, com presença de sintomas 
inflamatórios e ausência dos mesmos, respectivamente. O Staphylococcus aureus é 
considerado, mundialmente, como o principal agente etiológico da mastite infecciosa e 
pode expressar genes de resistência antimicrobiana dificultando o controle da mesma; 
contribuindo na diminuição da produção de leite, na alteração da composição e na 
baixa qualidade (FONSECA e SANTOS, 2000; ZECCONI e HAHN, 2000; GOMES e 
HENRIQUES, 2015; LANGE et al., 2017; BIANCHI et al., 2019; CRUZADO-BRAVO et 
al., 2019; PUMIPUNTU, 2019; ASHRAF E IMRAN, 2020; MONISTERO et al., 2020).
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Além do impacto econômico à pecuária leiteira, a presença da mastite bovina 
infecciosa coloca em risco à população consumidora de leite e derivados lácteos 
contaminados com patógenos humanos. No Brasil, são comuns casos de doenças 
veiculadas ao leite contaminado, sendo de importância à Saúde Pública.(LANGONI 
2013, CALEFFE e LANGONI, 2015, BAGGIO e MONTANHINI, 2017). Para Jamas 
et al. (2018), a qualidade do leite é amplamente estudada e caracteriza-se por ser 
multifatorial, com a dependência de fatores intrínsecos e extrínsecos ao animal.

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 (BEZERRA et al., 2009; DANTAS et al, 2010; GOMES 
e HENRIQUES, 2015).

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(LIMA, 2001; HÄNSEL et al., 2002; HEYMAN et al., 2009). 
Diversos estudos com plantas medicinais demonstraram atividades antimicrobianas 
contra Staphylococcus aureus (CUTRO et al., 2019; OKWU et al.; 2019; SALEHA et 
al., 2019; MANILAL et al., 2020). 

Estudos farmacológicos utilizando o óleo de copaíba mostram que o seu uso 
vem demonstrando grande atividade anti-inflamatória, cicatrizante, antitumoral e 
bactericida (MACIEL et al., 2002). 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. (SOARES et al., 2003). Sendo assim pode-se ressaltar o potencial que 
o óleo de copaíba apresenta em atividades antimicrobianas significativas para homens 
e animais (PACKER e LUZ, 2017).

Neste contexto, o trabalho objetivou 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.
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2 |  MATERIAL E MÉTODOS

Utilizaram-se 50 vacas leiteiras lactantes, para a detecção da mastite subclínica 
e coleta de amostras de leite, para o isolamento do Staphylococcus aureus. Na coleta 
das amostras do leite, os tetos foram higienizados através de 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) (SCHALM e NOORLANDER, 
1957) para a detecção da mastite. Dentre as 50 vacas, 10 foram consideradas casos 
positivos para mastite subclínica e utilizadas na amostragem.

Coletaram-se 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 levadas sob refrigeração em caixa isotérmica 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% (diluição 1/10). 
A partir desta diluição inicial, foram preparadas mais duas diluições decimais (10-2 e 
10-3), utilizando-se o mesmo diluente. 

Na identificação do Staphylococcus foi utilizada a metodologia descrita por 
Lancette e Bennett (2001), onde 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 
de Drigalski. Em seguida, as placas foram incubadas a 35ºC por 24 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 para continuação dos testes bioquímicos e 
confirmação da espécie Staphylococcus aureus (catalase, coagulase, DNase, manitol 
e coloração de Gram).

Após análise macroscópica foi realizada a bacterioscopia utilizando a coloração 
de Gram para confirmar as características morfotintoriais e se em caso de suspeita 
de Staphylococcus aureus, a identificação ocorreu por provas bioquímicas (Figura 1).

Com uma alça bacteriológica foram coletadas as colônias suspeitas para 
Staphylococcus ssp e dispersadas em uma lâmina de vidro, colocou-se sobre o 
esfregaço uma gota de peróxido de hidrogênio a 3% onde se observou a formação 
de bolhas (Teste da catalase), confirmando a positividade para Staphylococcus 
sp.(ANVISA, 2004).

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-
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se por 12 horas a 35°C em banho-maria. Após análise, observou-se formação de 
coágulo, sendo um indicativo para positividade do Staphylococcus aureus (ANVISA, 
2008).

O teste de DNase foi usado para detectar a degradação do ácido desoxirribonucleico 
(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 (BAIRD-PARKER, 
1962).

A confirmação do agente causador isolado foi realizada pelo teste de crescimento 
em ágar sal manitol, visto que o Staphylococcus aureus tem a capacidade de fermentar 
o MSA (Teste do crescimento em ágar sal manitol) 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 (BAIRD-PARKER, 1962). 
Após a incubação por 24 horas a 35ºC, observou-se a positividade para bactéria do 
gênero Staphylococcus aureus. (Figura 2).

Figura 2: 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: Santana (2019)

Figura 1: 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: Santana (2019)

Após análise de todas as provas bioquímicas e confirmação do agente causador 
da mastite bovina (colônia positiva para Staphylococcus aureus), procedeu-se o 
teste de Disco-difusão para análise do potencial antimicrobiano do óleo de copaíba 
(Copaifera langsdorffii Desf.).

Dada 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 em ágar Mueller-Hinton (OSTROSKY et al., 2008) para 
avaliar a atividade antimicrobiana do óleo extraído da copaíba (Copaifera langsdorffii 
Desf.). 
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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 Farmacopeia Brasileira (1988), 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 em ágar Mueller-Hinton 
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988) 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.

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 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 √X, procedendo-se à análise de 
variância (ANOVA) e a comparação de médias entre os tratamentos comparadas 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.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

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 aplicado, 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 
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antibiótico da classe dos anfenicóis, com propriedade bacteriostática, interfere na 
síntese proteica bacteriana e apresentou maior halo de inibição do crescimento do S. 
aureus, comparado às demais concentrações avaliadas (P<0,05).

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

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)

Considerando-se a classificação da ação de extratos e o consequente tamanho 
dos halos, proposta por Alves et al., (2000), 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 10mm para o mesmo patógeno 
(MENDONÇA e ONOFRE, 2009). De acordo com os autores, foi possível verificar que 
o halo de inibição foi de 13mm com o uso do óleo puro (100%), diminuindo para 11, 10, 
9, 7e 7mm, nas concentrações de 50, 25, 12,5,6,25 e 3,12%, respectivamente. 

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, utilizaram 
metodologia diferente a utilizada neste trabalho, em ágar com orifício e observaram o 
crescimento dos microrganismos avaliados (PACKER e LUZ, 2007).

Em outro trabalho de pesquisa, foi demonstrado que o oleorresina obtido de 
Copaifera langsdorffii apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas (GILBERT et al., 2002).

De acordo com estudos antimicrobianos in vitro que utilizaram o óleo de copaíba 
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no combate as bactérias (MASSON et al., 2013), mostraram atividades antimicrobianas 
com o óleo de copaíba sobre os microrganismos orais S. mutans, S. salivarius, S. 
pyogenese, E. faecalis. Os halos de inibição foram maiores que os obtidos com o 
controle positivo a clorexidina, confirmando a ação inibitória microbiana.

Segundo autores (ARFA et al., 2006; BURT, 2004; ULTEE et al., 2002; XU et al., 
2008) 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 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 (SANTOS et al., 2008). 

A atividade antimicrobiana do óleo de copaíba de acordo com Leandro et al. (2012) 
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) (GALÚCIO et al., 2016).

No presente estudo foi possível observar, também, pela análise de regressão 
com modelo quadrático, relação entre os níveis crescentes do óleo 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 3).
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Figura 3: Halos de inibição antimicrobiana (mm) em função das diluições do óleo de copaíba.

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 esta 
deve ser avaliada, inclusive in vivo, como uma alternativa aos antibióticos 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.

4 |  CONCLUSÕES

Verificou-se que o óleo de Copaíba apresenta efeito inibidor de crescimento 
quando testado in vitro, frente ao Staphylococcus aureus. Constata-se, através desse 
estudo, a correlação na diminuição do halo de inibição antimicrobiano com o aumento 
da diluição do extrato, necessitando de ensaios biológicos in vivo para que no futuro 
possa ser uma alternativa terapêutica no controle de mastite bovina.
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