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RESUMO: A pesquisa de plantas com fins medicinais tem grande importancia para a comunidade
médica, uma destas € o 6leo-resina extraido da copaiba, Copaifera multijuga Hayne, o qual é natural
da regido Amazonica onde é encontrado uma grande diversidade dessa espécies. Seu uso medicinal,
tao difundido o torna o fitofarmaco mais usado e conhecido pelas populagdes mais pobres da
regido Norte do Brasil, sendo utilizado como diurético, laxativo, antitetanico, antiblenorragico,
anti-reumatico, anti-séptico do aparelho urinario, antiinflamatorio, antitussigeno, cicatrizante e
remédio para o combate ao cancer. O presente trabalho apresenta os resultados da avaliagdo da
atividade antimicrobiana deste 6leo, onde foi avaliado pela a técnica de difusdo em agar em meio
Muller-Hinton. As cepas avaliadas foram: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. As placas forma incubadas em estufas por
24 h em temperatura de 35 °C. Como padrdes foram utilizados os antibiéticos amoxicilina (AMO-
10 mg/disco), cloranfenicol (CLO-30 mg/disco) e tetraciclina (TET-30 mg/disco). Os resultados
mostraram que o 6leo de copaiba possui capacidade de inibir o crescimento das trés bactérias
avaliadas, apresentando com isso uma concentrag¢ao inibitéria minima de 1,56, 3,12 e 12,5% para
E. coli, S. aureus e P. aeruginosa, respectivamente.

Unitermos: Oleo de copaiba, Copaifera multijuga, Leguminosae, atividade antimicrobiana, MIC.

ABSTRACT: “Antimicrobial activity of the oil-resin produced by copaiba copaifera multijuga
Hayne (Leguminosae)”. The research of plants with medicinal purposes has great importance for
the medical community, one of these is the oil-resin extracted of copaiba, Copaifera multijuga
Hayne, which is natural of the Amazon region where a great diversity of this species is found. Its
medicinal use, the way it is widely spread out, becomes it the phytopharmacs most used and known
by the poor populations at the North region of Brazil, being used as diuretic, laxative, antitetanic,
antiblenorragic, anti-rheumatic, anti-septic for urinary system, anti-inflammatory, anti-cough,
cicatrizing and medicine for the combat to the cancer. The present work shows the evaluation results
of this oil antimicrobial activity by the technique of diffusion in agar in Muller-Hinton ambience.
The evaluated strains were: Escherichia coli ATCC 25922, 25923 Staphylococcus aureus ATCC
and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. The plates were incubated in hot houses for 24 h under
temperature of 35 °C. Amoxicillin antibiotics (AMO-10 mg/disco), cloranfenicol (CLO-30 mg/
disco) and tetracycline used (TET-30 mg/disco) as being standard. The results showed that the oil
has the capacity to inhibit the growth of three evaluated bacteria, presenting a minimum inhibitory
concentration of 1,56, 3,12 and 12.5% for E. coli, S. aureus and P. aeruginosa, respectively.

Keywords: Copaiba oil, Copaifera multijuga, Leguminosae, antimicrobial activity, MIC.

INTRODUCAO

Chamada de copaiba ou copahu pelos indigenas, o
6leo da copaiba era bastante utilizado entre os indios quando
os portugueses chegaram ao Brasil. Tudo indica que o uso
desse 6leo veio da observagdo do comportamento de certos
animais que, quando feridos, esfregavam-se nos troncos
das copaibeiras. Os indios o utilizavam principalmente
como cicatrizante € no umbigo de recém-nascidos para
evitar o mal-dos-sete-dias. Os guerreiros quando voltavam
de suas lutas untavam o corpo com o 6leo da copaiba ¢ se
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deitavam sobre esteiras suspensas e aquecidas para curar
eventuais ferimentos (Ferreira, 1999; Leite, 2001).

O uso do o6leo de copaiba, assim como de outras
drogas indigenas entre os brancos, foi difundido no século
XVII, quando os primeiros médicos residentes no Brasil
tentavam contornar a escassez de remédios cujo suprimento
a Colonia era irregular (Ferreira, 1999).

A copaiba (Copaifera multijuga), ou copaibeira,
¢ uma arvore de grande porte da familia Leguminosae
encontrada em todo o Brasil. O género Copaifera possui
mais de 25 espécies, sendo a maioria encontrada na
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América do Sul. Vulgarmente sdo chamadas de copaiba,
pau-d’6leo, copaiba-roxa e copaiba-mari-mari. Arvore
mede até 36 metros de altura possui copa densa, casca lisa
e fruste reto; produz de 2 a 3 kg de sementes. A floragdo
ocorre em janeiro a margo ¢ os frutos sdo coletados em
margo a agosto. H4 mudanga foliar em dezembro, com
perda parcial das folhas no més anterior a floragdo (Yunes
& Cechinel Filho, 2001).

Os habitantes da floresta identificam essa arvore
pelo forte aroma de sua casca e pela presenca de pequenos
animais silvestres que se alimentam de seus frutos. Na
regido Amazonica hd uma grande diversidade de espécies.
Podem ser encontradas nas matas de terra firme e nos solos
argilosos e arenosos, em todos os estados da regido. As
espécies sdo muito semelhantes entre si, principalmente no
tamanho da arvore sempre muito grande, formando o teto
da floresta da mata virgem (Leite, 2001).

A espécie mais estudada ¢ a Copaifera multijuga
Hayne. Ocorre desde o médio Tapajos até a Amazonia
Ocidental (Amazonas, Acre ¢ Rondonia). Esta presente
também, nas regides sul de Roraima ¢ norte de Mato
Grosso. Inventarios florestais realizados em algumas areas
de ocorréncia na regido indicam a presenga de arvores
adultas em densidades que variam na média de 0,1143 a 2
individuos por hectare (Leite, 2001).

A Copaifera multija Hayne ¢ uma arvore grande,
podendo chegar a 36 metros de altura, de copa densa e
casca lisa (0,5 cm - 2,0 cm de espessura), fuste reto
(diametro entre 40 a 50 cm), diferenciando-se das espécies
do mesmo género pelas flores maiores, brancas e pelo
tamanho dos foliolos e dos frutos (Leite, 2001).

Os frutos sdo vagens avermelhadas (3,5 cm de
comprimento, 3 cm de largura e 1,5 de espessura) com 1
ou 2 sementes. A arvore de copaiba produz 2 a 3 kg de
sementes, apresentando, para essa espécie, de 1200 a 2000
sementes férteis por arvores. As sementes sdo ovais, quase
globosas, com arilo amarelo intenso. A floragdo dessa
espécie de copaiba acontece de janeiro a margo, ¢ os frutos
sdo coletados de margo a agosto. Ha mudanga foliar em
dezembro, com perda parcial das folhas no més anterior a
floragdo (Azevedo et al., 2004).

Estudos farmacoldgicos com o dleo de copaiba
mostram que o uso do o6leo pelos indios ¢ plenamente
justificado. Avaliag@o in vivo e in vitro vem demonstrando
que os oleos de varias espécies de copaiferas possuem
atividade antiinflamatoria, cicatrizante, antiedematogénica
antitumoral, tripanossomicida e bactericida. O 6leo de
propriedades quase magicas ¢ que causou espanto dos
primeiros europeus quando viram arvores tropicais
exuberantes jorrarem 6leo aromatico, pode ser sintetizado
na descrigdo feita por Pero Magalhdes Gandavo, um de
nossos cronistas mais importantes, em seu livro “Historia
da Provincia de Santa Cruz”, de (1768), citado por Soares
et al. (2003).

Segundo a Azevedo et al. (2004) ¢ Agra et al.
(2007;2008), as indicagdes etnofarmacologicas mais usuais
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do o6leo de copaiba sdo: a) para as vias urinarias, como
antiblenorragico, antiinflamatério, antigonorréico, anti-
séptico, estimulante e no tratamento de cistite, incontinéncia
urinaria e sifilis; b) para as vias respiratorias, antiasmatico,
expectorante, no tratamento de bronquite, inflamagdo da
garganta, hemoptise, pneumonia e sinusite; c) para as
infec¢des da derme e mucosa, como dermatites, eczemas,
psoriases ¢ ferimentos; d) para ulceras e feridas do ttero
e) outras finalidades, como afrodisiaco, antitetanico, anti-
reumatico, anti-herpético, anticancerigeno, antitumoral
(tumores da prostata), no tratamento de leishmaniose ¢ da
leucorréia, contra paralisia, dores de cabega ¢ picadas de
cobra.

Assim considerando estas informagdes pode-se
avaliar que o potencial do dleo resina da copaiba apresenta
uma atividade antimicrobiana significativa para diversos
microrganismos patogenos ao homem (Packer & Luz,
2007; Vasconcelos et al., 2008).

Quanto aos efeitos antiinflamatorios,
gastroprotetor, analgésico ¢ antitumoral do 6leo resina de
copaiba como também o seu potencial como antioxidante,
inseticida e repelente de insetos ja sdo comprovados em
diversos estudos (Azevedo et al, 2004).

Atualmente, constata-se que os 6leos de copaiba
vém sendo vendidos em muitas farmacias de todo o
pais, adulterados com oleos vegetais, principalmente
o de soja. Um trabalho conjunto da Vigilancia Sanitaria
deve ser estimulado, no sentido de fiscalizar a venda dos
fitoterapicos/fitoquimicos e combater os falsificadores
(Soares et al., 2003; Barbosa et al., 2009).

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas do
oleo-resina da Copaifera multijuga Hayne, podemos
afirmar que ¢ um liquido transparente, viscoso e fluido,
com cheiro forte ¢ odor de cumarina, sabor acre e amargo.
Pode ser armazenado por até 2 anos sem alterar as suas
propriedades podendo transformar-se em resina se exposto
ao ar ¢ a luz. As caracteristicas do 6leo-resina variam com a
procedéncia da copaiba e do tipo de solo (Plowden, 2003)

Nas avaliagdes das propriedades fisico-quimicas
do oleo-resina mostraram uma densidade de 0,8925 g/
m?, indice de acidez de 0,5; indice de saponificagdo de
0,9, indice de acetila de 10,6; indice de iodo de 147,2 ¢
insaponificac¢ao de 64,8% (Sebrae/Suframa/MMA, 1998).

Estudos fitoquimicos recentes mostram que
os Oleos de copaiba sdo misturas de sesquiterpenos
e diterpenos. O acido copalico e os sesquiterpenos
[B-cariofileno ¢ 0 a-copaeno sdo os principais componentes
do dleo. O acido copalico, encontrado em todos os 6leos
de copaiba até hoje estudados, talvez possa vir a ser usado
como um biomarcador para a autenticidade desses 6leos
(Soares et al., 2003).

Os principais componentes do 6leo de copaiba
sdo: a-cubeno, de 2,9 a 3,2%; a-copaeno de 7,9 a 18,7%;
B-cariofileno de 46,1 a 47,0%; a-humuleno de 5,4 a 5,6%;
B-bisaboleno de 5,9 a 6,1%; cadineno de 6,0-6,2%; entre
outros compostos ndo identificados, que gira em torno de
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13,5% (Soares Maia et al., 1978, Cascon & Gilbert, 2000).
Assim, este estudo terd como objetivo verificar in
vitro a atividade antimicrobiana do dleo resina de copaiba
— Copaifera multijuga, sobre bactérias como Escherichia
coli, Staphylococcus aureus ¢ Pseudomonas aeruginosa,
utilizando para isso o método de difusdo em disco, além de
determinar a sua Concentracdo Inibitoria Minima (CIM).

MATERIAL E METODOS

O oleo resina de copaiba foi obtido na regido
de Aripuand, MT no ano de 2006, nas coordenadas
geograficas de 9° 10°; 45” S e 60° 37°; 50” W, sendo
que a sua coleta foi realizada no més de maio do mesmo
ano. Apos a coleta esse material foi transportado em
frasco ambar ¢ armazenado na temperatura de + 4 °C para
posterior analise.

A atividade antimicrobiana foi realizada,
utilizando a técnica de difusdo em disco. O principio deste
método baseia-se na inoculag@o em superficie de um agar
de solugdo padronizada de microrganismo especifico.
Sobre este sdo colocados discos de papéis impregnados
previamente com solucdes das amostras que se deseja
investigar a atividade antimicrobiana. As substincias
impregnadas nos discos de papel difundem-se no meio de
cultura e, se a amostra em questdo apresentar atividade
inibitoria sobre o microrganismo testado, forma-se um
halo de ndo crescimento ao redor do disco impregnado.
Apos o periodo de incubacdes, respeitadas as condigdes
especificas para o microrganismo, as zonas de inibi¢ao
sao medidas em volta de cada disco (Isenberg, 1992;
Vandepitte et al., 1994; Koneman et al., 1997). Para
a realizagdo dos ensaios, foram preparados escalas de
dilui¢des dos o6leos, em tubos de ensaio numerados de 1
a 10 conforme as diferentes concentra¢des. Para isso foi
utilizado dimetilsulféxido (DMSO) como solvente. As
concentragdes preparadas foram: 100, 50, 25, 12, 5, 6, 25,
3,12, 1,56, 0,78, 0,39 e 0,19%. No tubo 1 foi colocado 1
mL do 6leo puro e nos demais tubos (2 a 10) 0,5 mL de
DMSO a 1 mL do tubo anterior.

Apds a obtengdo das concentragdes de 100, 50,
25,12,5,6,25,3,12,1,56,0,78,0,39 ¢ 0,19%, discos de
papel filtro de 6 mm de didmetro foram impregnados por
saturagao.

O meio de cultura utilizado para o teste de
atividade antimicrobiana foi o agar Mueller-Hinton (MH)
- preparado a partir do meio desidratado de acordo com
a recomendacgdo do fabricante pronto para o uso. Nas
avaliagdes foram utilizados cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (suscetivel a oxacilina e penicilina),
Escherichia coli ATCC 25922 (beta-lactamase negativa)
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. As culturas
microbianas foram padronizadas em 10% células/mL,
estimadas por comparagdo ao tubo 0,5 da escala de
MacFarland.

As suspensdes bacterianas foram inoculadas em

placas contendo agar Mueller-Hinton com o auxilio de
uma alca de Drigalski. Apds este procedimento, os discos
previamente preparados foram transferidos para meios
contendo os inoculos. As placas foram incubadas a 35+1
°C durante 24 h. Passado este periodo, as placas foram
inspecionadas quanto a presenga de halos de inibigdo
(medidos em mm). Todos os ensaios foram realizados em
triplicata e tiveram como controle positivo o antibiotico
cloranfenicol (CLO) 10 pg/disco.

Os didmetros dos halos de inibicdo
foram interpretados de acordo com os critérios de
interpretagdo preconizados pelo Committee For Clinical
Laboratory Standards International (1997). A CIM
(Concentrag@o Inibitéria Minima) foi considerada como
a menor concentragdo do 6leo testado capaz de inibir o
desenvolvimento bacteriano.

Todas as atividades foram realizadas em
triplicatas e os dados obtidos, foram avaliados por meio
de analise de variancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos com a atividade

antimicrobiana do 6leo resina de copaiba estdo sumarizados
na Tabela 1.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana do 6leo resina de copaiba
(Copaifera multijuga).

Concentragao E. coli P aeruginosa S. aureus
do dleo (%)
100 12+2,23* 13+1,97 1342,65
50 124245 12+2,06 11£1,98
25 11+1,87 10+1,78 104£2,54
12,5 8+1,23 941,65 9+1,89
6,25 8+1,45 R 7+£1,22
3,12 8+1,56 R 7+1,23
1,56 8+1,34 R R
0,78 R R R
0,39 R R R
0,19 R R R
CLO-10 26+3,45 19+2,67 25+4,.21

* Halos determinados em mm. R = Resistente - CLO-10
(cloranfenicol 10 pg/disco).

Com base nos resultados obtidos, pode-se
constatar que o 6leo de copaiba apresentou um potencial de
inibi¢do do crescimento bacteriano sobre as trés bactérias
patogénicas avaliadas. Sua atividade antimicrobiana
variou de acordo com a diluicdo do dleo, sendo que
nas concentragdes de 100% a 1,56% houve inibi¢do do
crescimento dos patégenos avaliados.
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Tabela 2. Concentragdes inibitorias minima do 6leo resina de
copaiba (Copaifera multijuga) sobre as bactérias avaliadas.

Microrganismo CIM (%) Halo formado
Escherichia coli 1,56 8+1,34*
Staphylococcus aureus 3,12 7+1,23
Pseudomonas aeruginosa 12,5 9+1,65

* Halos determinados em mm.

Quando avaliamos o comportamento do o6leo
sobre o crescimento da bactéria Gram negativa E.
coli, verificamos que a maior inibicdo ocorreu com a
concentragdo de 100%, isto € o 6leo resina puro, induzindo
um halo de inibicdo de 12+2,23 mm; a partir dai, os
valores foram declinando, chagando a 8+1,34 mm na
concentragdo de 1,56%, sendo com isso considerado esta
concentragdo a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
para o o6leo resina de copaiba, sobre a bactéria E. coli
ATCC-25922. Comparando os resultados obtidos com o
antibiotico padrdo o cloranfenicol (CLO 10 pg/disco)
podemos concluir que utilizando o 6leo puro, mostrou uma
atividade que equivale a 46,15% desse antimicrobiano.

Na avalia¢do do comportamento do dleo sobre a
bactéria também Gram negativa Pseudomonas aeruginosa,
verificamos, que seu comportamento foi semelhante
ao obtido com a E. coli. Os resultados mostram que o
crescimento foi inibido na concentragdo de 100% do 6leo
(6leo puro), formando um halo de inibi¢ao de 13+1,97 mm,
o que corresponde a 68,42% da atividade do cloranfenicol
(CLO 10 pg/disco), sobre a Pseudomonas aeruginosa.
A partir desse resultado, foi verificado que os halos de
inibicdo foram decaindo, até chegar a concentragdo de
12,5% onde induziu a formagao de um halo de inibi¢ao de
9+1,65 mm, sendo assim essa concentragdo, considerada a
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) deste 6leo resina
sobre a bactéria P. aeruginosa ATCC- 9027.

Nos resultados obtidos com a bactéria patogénica
Gram positiva, S. aureus, verificou-se que o comportamento
do o6leo foi semelhante aos resultados obtidos com as
bactérias Gram negativas. Foi possivel verificar que o halo
de inibi¢do foi de 13+2,65 mm na concentra¢do de 100%
(6leo puro), decaindo para 11£1,98, 10+£2,54, 9+1,89,
7£1,22 e 7+1,23 mm, nas concentra¢des de 50, 25, 12,5,
6,25 e 3,12%, respectivamente. Como esses valores foi
possivel determinar a Concentragdo Inibitoria Minima
(CIM) do dleo resina de copaiba, sobre a bactéria Gram
positiva, Staphylococcus aureus ATCC 25923 (suscetivel
a oxacilina e penicilina) foi na concentragao de 3,12%.

Comparando os resultados obtidos neste trabalho
utilizando o6leo resina de copaiba, com os resultados
obtidos por Bloise (2003), onde utilizou 6leos obtidos de
Copaiba spp e a mesma metodologia, obteve-se resultados
semelhantes, pois os Oleos avaliados em ambos os
trabalhos, apresentaram atividade antimicrobiana sobre S.
aureus, E. coli e P. aeruginosa.

580

Rev. Bras. Farmacogn.
Braz. J. Pharmacogn.
19(2B): Abr./Jun. 2009

Em outro trabalho, Biavatti et al. (20006),
estudaram a composi¢do do o6leo resina de Copaifera
multijuga ¢ a atividades antimicrobiana desse 6leo sobre
S. aureus, E. coli ¢ Streptococcus mutans. Os resultados
com a atividade antimicrobiana do 6leo de Copaifera
multijuga, frente a Streptococcus mutans, foi superior
aos obtidos sobre S. aureus e E. coli, porém em ambos 0s
casos os resultados foram significativos, coincidindo com
0s nossos resultados.

Trabalhos devem ser desenvolvidos no sentido
de padronizar os 6leos obtidos no mercado consumidor,
pois estudos realizados com 6leo de Copaifera multijuga,
mostraram variagdes na composicao de dleos coletados de
uma mesma arvore, em periodos diversos do ano (verdo-
inverno). As substancias detectadas foram basicamente
as mesmas, mas suas concentragdes variaram (Veiga &
Pinto, 2002). Estudos de atividade antiinflamatoria foram
realizados e evidenciaram modificacdes nos perfis das
atividades dos dois 6leos. Essas variagdes podem dificultar
a generalizagdo da dosagem de uso dos fitoterapicos
formulados a base de 6leos de copaiba.

Esses achados preliminares, porém promissores,
noslevaaintensificacdodeestudosclinicoscomplementares,
assim como a avaliag@o da agdo sinérgica e/ou antagonica
destes fitoconstituintes quando usados em associagdo com
outros produtos de origem vegetal ou ndo, principalmente
sobre bactérias multirresistentes, incluindo a possibilidade
de estudar os efeitos biologicos ao nivel genético e agdo
desses compostos sobre plasmideos de resisténcia a drogas,
e linhagens de S. aureus de origem humana, contribuindo
assim na busca de medidas de controle da resisténcia aos
antimicrobianos.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, foi possivel,
verificar que o 6leo de copaiba apresentou capacidade
de inibir o crescimento das bactérias E. coli ATCC-
25922, S. aureus ATCC-25923 e P. aeruginosa ATCC-
9027, apresentando com isso uma concentrag@o inibitoria
minima de 1,56, 3,12 e 12,5% para E. coli, S. aureus ¢ P.
aeruginosa, respectivamente.
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