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RESUMO - Estudou-se o efeito antimicrobiano de extratos aquosos de serapilheira de Eucalyptus em meio 
de cultura e o número de componentes antimicrobianos existentes nos extratos obtidos através de vários sol-
ventes org8aicos. Os extratos aquosos adicionados a sacio de cultura e inoculados com uma suspensão de 
solo, sob mata nativa, apresentaram forte inibição sobre o crescimento bacteriano. Maiores concentraçóes de 
extrato proporcionaram maior inibição sobre o crescimento bacteriano. Por outro lado, o número de colô-
aias fúngicas não foi alterado pela adição de extratos ao meio da cultura. Para o isolamento dos compo-
nentes da serapilheira com atividade antibacteriana, fizeram-se extrações utilizando-se o método de extração 
simples e seqüencial com vários solventes orgânicos. Os extratos obtidos foram aplicados em placas de cro-
matografia em camada fina, as quais foram desenvolvidas com vários sistemas de solventes e reveladas por 
bioautografia. Com  a utilização do sistema de solvente n-hexano/éter etílico, foi possível separar de três a 
seis componentes com atividade antimicrobiana. 
Termos para indexação: antimicrobiano, serapilheira, solventes orgânicos, fungos. 

EFFECTS OF THE EUCALYPTUS LflTER EXTRACTS ON MICROBIAL GROWTH 

ABSTRACT - Aqueous extracts of Eucalyptus sp. litier showed antimicrobial activities when mixed with cuiture 
medium and inoculatod wIth soil suspension. The bactorial growth was songiy inhibited by lhe aqueous ex-
tacis, however lhe number of tungal coiony did not change by lhe addution ol extracts in lhe culture rnedium. 
Tho inhibitory principies were isolaled by exlraction with organic solvents and thin Iayerchromatography. The 
extacts obtained by tho simpie and sequencial melhod were applied in lhe ffiin iayorchromatography plates 
and lhe inhibitory components separated by various chromatographic solvent systems. After lhe plales tu be 
bioautographed with bacteiial suspension II was possible lo Isolate from three lo six antlbacterial components. 

Index temis antimicrobial, "serapilheira", organic solvenls, fungal colony. 

INTRODUÇÃO 

A cultura de eucalipto tem sido largamente usada 
nos programas de reflorestamento em razão de sua 
adaptação às mais variadas condições de clima e de 
solo, associado ao seu rápido crescimento e múltiplas 
possibilidades de uso. Apesar desses aspectos favo-
ráveis, a possibilidade de prejuízos causados ao solo 
e 'a sua microblota, tem sido levantada. Estes prejuí-
zos são visualizados pela inibição do crescimento de 
espécies nativas e acúmulo de material orgânico não 
decomposto sobre o solo, o qual, atribuído por FIo-
renzano (1957), 'li baixa atividade microbiana, causa-
da pela presença de substâncias inibitórias do cres-
cimento e da atividade da microbiota do material em 
decomposição. 
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Segundo Singh & Gupta (1977), a taxa de de-
composição varia com a quantidade de substâncias 
solúveis em água e lixiviáveis com o teor de polife-
nóis presentes na serapilheira nova. Os componentes 
da serapilheira, solúveis em água, constituem fonte 
de energia prontamente disponíveis para os decom-
positores, as quais influenciam os estágios iniciais de 
decomposição. Apesar do efeito benéfico das subs-
tncias hidrossolúveis sobre a microbiota do solo, 
vários autores constataram efeitos inibitórios de ex-
tratos aquosos de várias espécies vegetais sobre di-
versos microorganismos tel úricos. Rice, citado por 
Dommergues & Mangenot (1970), estudando a toxi-
cidade de extratos aquosos de Euphorbia corolata, 

Jieliantizus annus e Ambrosiana elatior sobre Rhizo-
bium, Nitrosomonas, Azotobacter, e Nitrobacter, 
atribui o efeito tóxico à presença de galotaninos, ca-
pazes de precipitar proteínas e ácidos clorogênicos, 
que inibem certos sistemas enzimáticos. Entretanto, 
Buktach e Sãuring, citados por Dommergues & 
Mangenot (1970), atribuem ao ácido gálico e ao 
fluro glucitol a inibição da fixação do nitrogênio e da 
respiração de Azobacter. Olsen et ai. (1971), estu-
dando a inibição de fungos micorrízicos por extrato 
aquoso de Papulus tremula, identificaram os inibi- 
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dores como sendo ácido gálico, mono e diformil trii-

droxibenzeno. 

CaDe & Velasco (1972) relataram que os restos 

de coníferas são ricos em polifenóis e taninos caté-

quicos condensados, não hidrolisáveis. Tais substân-

cias complexam proteínas e impregnam as membra-

nas, retardando sua decomposição (Ellis 1971). 

A toxidade das substâncias solúveis em água aos 

microorganismos acontece em função da sua con-

centração. Knosel, citado por Dornmergues & Man-

genot (1970), verificou que os ácidos fenólicos libe-

rados pela decomposição das plantas são inibitórios 

em altas doses de estimulantes em pequenas doses. 

CaIle & Vejasco (1971), utilizando várias concentra-

ções de extratos aquosos, em placas, observaram o 

mesmo comportamento. 

As plantas contém uma variedade de polihidro-

xifenóis que podem compreender de 5% a 15% da 

massa seca. Algumas dessas substâncias podem ser 

extraídas com água, como os taninos, que são lixi-

viados da serapilheira para o solo. Estudos realizados 

por Handley (1961), Basaraba & Starkey (1966), 

l3enoit & Starkey (1968a e 1968b), Benoit et aI. 

(1968) e Lewis & Starlcey (1968), demonstraram a 

habilidade dos taninos em tornar complexas várias 

substâncias, tornando-as resistentes à degradação. 

Segundo Benoit & Starkey (1968a e 1968b), essa 

resistência é conferida, provavelmente, pela inibição 

da ação das enzimas microbianas e aumento da recaI-

citrância do complexo. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Coleta de amostras 
As amostras de serapilheira das camadas L, superior não 

decomposta, e F, inferior em decomposição, foram coleta-
das, ao acaso em um maciço de eucalípto, localizado no mu-
nicípio de Viçosa-MG, em um Latossolo Vermelho Amarelo 
Distrófico de Textura argilosa. As vinte amostras coletadas 
em cada uma das camadas, foram misturadas e divididas em 
tMs partes para extração de substâncias solúveis em água. 

Atividade antimicrobiana no extrato aquoso 
Para o preparo dos extratos, misturam-se em um liquidi-

ficador, separadamente, 100 g de cada uma das três amostras 
de serapilheira e 300 ml de água destilada. As suspensões fo-
ram autoclavadas a 12 1°C por 40 minutos e filtradas em pa-
pel Whatman n2  1. Os extratos foram diluídos em três coa-
centrações para o estudo da presença de componentes inibi-
tórios do crescimento microbiano. Foi usado meio Mania 
(Drozdowicz & Kulinska 1982) para a contagem de fungos e 
o meio agar-extrato de solo (Bunt & Rovira 1955) para a 
contagem de bactérias. O inóculo usado foi proveniente do 
mesmo tipo de solo, porém coberto por floresta nativa, loca-
lizada ao lado do maciço de eucalipto. Foram feitas cinco re- 
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petições para cada diluição de inóculo. As placas foram incu-
badas à temperatura de 25°C, para a contagem do número de 
colônia de bactérias e fungos crescidas no meio com e sem 
adição do extrato. 

Extração simples e seqüencial 
A extração de compostos orgânicos com a atividade anti-

bacteriana foi feita utilizando-se os métodos de extração 
simples e seqüencial com a camada L da serapilheira. Na ex-
tração simples, foram utilizados, separadamente, como sol-
ventes, a água, o hidróxido de sódio, o acetato de etila e o 
metanol em cada uma das amostras de serapilheira. Na extra-
ção seqüencial utilizou-se os solventes n-hexano, benzeno, 
acetato de etila e metanol em uma mesma amostra de serapi-
lheira. 

Cem milímetros de cada solvente pennaneceram em 
contato com 10 g de serapilheira por 24 h, sendo em seguida 
centrifugada a 4000 g por lO minutos e o sobrenadante filtra-
do em papel Whatman n 9  1 

Os extratos obtidos por extração simples, foram então 
adicionados a lO ml de acetato de etila, por cinco vezes su-
cessivas para a extração de compostos soláveis neste solvente. 
O acetato foi evaporado em evaporador rotatório Küche a 
400C até atingir a concentração de 10 .Ll por grama de sera-
pilheira e conservado em tubos com vedação hermética para 
uso posterior. 

Os extratos obtidos por extração seqü,encial foram eva-
porados em evaporador rotatório Küche a 40 0C diretamente 
nos solventes de extração até atingir a concentração de 100 
paI de extrato por gtama de serapilheira e conservados em 
geladeira para uso posterior. 

Separação de componentes antibacterianos 
Para a separação de componentes antibacterianos dos ex-

tratos, foram aplicados dois microlitros de cada um dos ex-
tratos em pontos sobre placas cromatográficas contendo sílica 
gelO com suporte. 

No desenvolvimento dos cromatogramas foram usados lO 
solventes, os quais, combinados entre si, em várias propor-
ções, resultam em 13 sistemas de solventes, a saber: cloro-
fórmio; benzeno; acetato de etila; clorofórmio: metanol, 1:1; 
3:1; 95:5; 97,5; 2,5 (vfv); benzeno: acetato de etila, 3:1; 1:1; 
1:3; 1:4; 1:5 (v/v); benzeno: n-hexano, 1:5 (v/v); n-hexano: 
éter. 1:1 (v/v); clorofórmio: acetona: hidróxido de amônia, 
50:50:1 (v/v/v); n-hexano: acetato de etila: metanol, 60:40:1 
(v/v/v); acetona: acetato de etila: hidróxido de amônio, 
50:50:1 (vlv/v); tolueno: acetona: ácido fórmico, 6:6:1 
(v/v/v). 

Os cromatogramas foram revelados pelo método de 
bioautografia com bactérias (Lund & Lyon 1975). 

Isolamento e seleção da bactéria usada na 
bioautografia 

A bactéria usada para bioautografia foi selecionada após o 
isolamento de bactérias dos materiais do solo coberto com 
floresta natural, localizado ao lado de um maciço de euca-
lipto, em que foram coletadas as amostras de serapilheira. 
Foram isoladas 100 colônias de bactérias, sendo que oito 
dessas colônias mostram alta sensibilidade ao extrato em 
meio de cultura agar-extrato de solo. A bactéria usada para 
bioautografia, foi a que apresentou maior crescimento e sen-
sibilidade aos extratos nos meios de cultura MB 1 (Romero 
1976) a agar-extrato do solo. 
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As células usadas para a revelação dos cromatogramas 
cresceram em meio MB 1 sólido e foram suspensas em água 
estéril, para serem adicionadas ao mesmo meio semi-sólido, 
fundido à temperatura de 45 °C. A suspensão bacteriana foi 
aplicada uniformemente sobre toda a placa cromatográfica, 
utilizando-se atomizador Devilbis. 

As placas foram incubadas por 20 horas, em uma câmara 
timida, a 270C. Após a incubação, observou-se a presença de 
manchas sem crescimento bacteriano, revelando a presença 
de compoaentes inibitórios. Para a melhor visualização das 
manchas, foi aplicado, sobre as placas, aesculina, conforme 
Weinstein et ai. (1981). As placas foram incubadas por mais 
20 minutos, secas à temperatura ambiente e determinaram-se 
os valores Rf (distância percorrida pela mancha dividido pela 
distância percorrida pelo solvente). 

Teste com ácidos orgânicos 
Também foi testado em placas de petri e em cromatogra-

fia de camada fina o poder inibitório dos ácidos orgânicos 
vanílico, isovanflico, p-cumário, p-hidroxibenzóico, 3,4 dii-
droxibenzóico, felúrico, cafeico, gentísico, clorogênico, si-
ríngico, DL-pipecólico e gálico. Para a realização destes tes-
tes foi empregada a mesma metodologia usada nos testes com 
extrato de serapilheira. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Verificação da presença de compostos çom ati-
vidade inibitória do crescimento microbiano em 
serapilheira de eucalípto 

Foi observado um comportamento diferencial 
entre o crescimento de fungos e o de bactérias, em 
meio de cultura adicionado de extrato aquoso de se-
rapilheira. O crescimento das bactérias foi conside-
ravelmente inibido por concentrações crescentes do 
extrato aquoso (Fig. 1), enquanto o número total de 
colônias ftíngicas crescidas nas placas, com dife-
rentes concentrações do extrato, não aprescntou di-
ferenças significativas (Tabela 1). A presença de 
componentes inibitórios de crescimento microbiano 
em extratos aquosos de serapilheira, também foi 
observada por Olsen et aI. (1971) em Papulus ti-e-
muda, e em várias espécies vegetais por Whitehead et 
ai. (1981) e Rose et aI. (1983). 

Os extratos aquosos das camadas L e F, adiciona-
dos nas mesmas proporções aos meios de cultura, 
resultaram em distintas reduções percentuais do nú-
mero de colônias de bactérias (Fig. 1). A menor  ini-
bição observada nas placas adicionadas ao extrato 
aquoso da camada F pode ser atribuída à maior ex-
posição desta camada à lixiviação das substâncias 
solúveis em água e à ação decornpositora da micro-
biota do solo. Singh & Gupta (1977) descrevem que 
as substâncias solúveis em água são facilmente lixi-
viadas da serapilheira para o solo, e, segundo ElEs 
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FIG. 1. Redução percentual do ndmero de colônias bacte-
rianas em placas contendo meio-extrato dn solo com 
diferentes concentrações de extrato aquoso de sera-
pilheira de eucalípto, das camadas F (inferior) e L 
(superior). (.........,) desvio padrão das médias. 

TABELA 1. Número de propágulos rúngicos, por gra-
ma de materiais de um Latossoto Verme' 
lhe-Amarelo distrófico, em placas com 
meio Martin contendo diferentes concen-
trações de extrato aquoso das camadas L e 
F de serapilheira de eucaflpto. 

Concentração de extrato aquoso de 
Camada de Serapilheira no meio de cultura (%) 
Serapilheira 

2,5 	5,0 	10,0 

Númerode propágulosx 10.g 
L(superior) 	841 	89 	89 	81 
F (inferior) 	84 	79 	85 	95 

1 Os valores não diferem entre si pelo teste de Tukey, ao 
vel de 5% de probabilidade, para mesma camada. 

(1971), essas substâncias, durante a lixiviação do 
perfil, arrastam elementos como o Fe e Mn. 

A adição de 2,9% do extrato da camada L ao 
meio cultura - a menor concentração utilizada - re-
sultou em uma redução de 70 17o do número de colô-
nias bacterianas, enquanto a adição de 10% do ex-
trato aquoso da camada F - a maior concentração 
dos extratos utilizada - reduziu somente em 56% o 
número de colônias. Foi constatado por Knosel, cita-
do por Dommergues & Mangenot (1970) e por Cade 
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& Velasco (1971), que a adição de pequenas con-
centrações de extratos aquosos de serapilheira ao 
meio de cultura pode estimular o crescimento micro-
biano. Este estMmlo, segundo Melin, citado por 01-
sen et ai. (1971), pode ser atribuído à presença de 
compostos orgânicos prontamente disponíveis para a 
utilização microbiana. 

A presença de bactérias resistentes aos efeitos de 
compostos existentes nos extratos aquosos de sera-
pilheira foi observada. Mesmo nas maiores concen-
trações do extrato não se observou uma redução to-
tal do número de colônias (Fig. 1). 

A análise do número de propágulos fúngicos en-
contrados nas placas contendo as diferentes concen-
trações do extrato aquoso indicou não haver diferen-
ça significativa entre eles (Tabela 1). Contudo, o 
número de colônias com as mesmas características 
morfológicas aumentou à medida que se aumentava a 
quantidade de extrato aquoso do meio. Pode-se as-
sim inferir que a adição do extrato aquoso não alte-
rou o número total de propágulos fúngicos, porém 
alterou a composição de espécies. Também Olsen et 
aI. (1971) não observaram efeito inibitório de extra-
tos aquosos de folhas de diversas espécies vegetais 
sobre fungos decompositores da serapilheira, obser-
vando, porém, este efeito sobre fungos micorrízicos, 
quando estes cresceram em meio de cultura sintético 
adicionado de extrato. 

Isolamentos de componentes com atividade an-
tibacteriana presentes na serapilheira de eucalip-
to 

Os solventes utilizados na extração de compo-
nentes da serapilheira de Eucalipto com atividade 
antibacteriana, mostraram-se com capacidade de 
extrai-los, havendo, porém, diferença do número de 
componentes extraídos (Tabela 2). O metanol e o 
metanol a 90%, das extrações simples, foram os me-
lhores extratores, uma vez que nos cromatogramas 
foram observadas duas manchas com atividade anti-
bacteriana. Também na extração seqüencial, o meta-
nol mostrou-se um bom extrator (Tabela 2). 

Os resultados obtidos com o método de extração 
seqüencial sugerem ser este mais adequado que o de 
extração simples, uma vez que o número de compo-
ncntes, com atividade antibacteriana, extraído foi 
maior, como revelado pelos cromatogramas (Tabe-
la 2), Egawa et aI. (1977), utilizando a extração se-
qüencial com os solventes n-hexano, benzeno, ace-
tato de etila e metanol em folhas verdes de diversas 
espécies de Euca/yptus, também obtiveram extratos 
contendo diferentes componentes antimicrobianos. 
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Os valores Rf e o número das manchas sem cres-
cimento bacteriano, foram variáveis de acordo com 
os extratores e sistemas de solvente cromatográficos 
(Tabela 2). Entretanto, todos os cromatogramas ob-
tidos apresentaram uma mancha com cauda, locali-
zada próximo à origem. O sistema de solvente n-he-
xano/éter etílico 1:1 (v/v), utilizado na separação dos 
componentes com atividade antibacteriana dos ex-
tratos obtidos pelo método de extração seqüencial, 
apresentou-se como o mais eficiente, separando de 
duas a seis manchas com atividade antibacteriana 
(Tabela 2). Para os extratos obtidos pelo método de 
extração simples, os sistemas de solventes clorofór-
mio/metanol 97,5:2,5 (v/v), acetona/acetato de eti-
la/hidróxido de amônia 50:50:1 (v/v/v) e n-hexa-
no/acetato de etila/metanol 60:40:1 (v/v/v) apre-
sentaram os melhores resultados, separando duas 
manchas com atividade antibacteriana (Tabela 2). 

Teste com ácidos orgânicos 

Os ácidos vanílico, isovanílico, p-cumário, p-hi-
droxibenzóico, 3,4 dihidroxibenzóico, feruilico, ca-
feico, gentísico, clorogênico, sirftigico, DL-pipelóico 
e gálico, não apresentaram efeito inibitório sobre o 
crescimento da bactéria usada na revelação dos cro-
matogramas, quando testados pelo método de medi-
ção do halo de inibição em placas de Petri e em ero-
matografia de camada fma, embora não se possa ex-
duir a existência de outros organismos que apresen-
taram sensibilidade a esses ácidos. Os trabalhos de 
Dommergues & Mangenot (1970) e Olsen et aL 
(1971) descrevem efeitos inibitórios dos ácidos gáli-
co e benzóico sobre fungos micorrízicos, Nitrosomo-

nas, Nitrobacter, Azobacter e Rhizobiwn. Pelos re- 
sultados obtidos, pode-se inferir que as substâncias 
com atividade antibacteriana existentes nos extratos 
de serapilheira, possuem características diferentes 
dos ácidos testados. 

CONCLUSÕES 

1. Na serapilheira de eucalipto existem substân-
cias solúveis em água capazes de inibir o crescimento 
de bactérias do solo quando essas são cultivadas em 
meio de cultura sintético. 

2. O número de colônias fúngicas crescidas em 
meio de cultura sintético não foi alterado pela adição 
de extrato aquoso ao meio de cultura. 

3. Os solventes orgânicos usados no preparo dos 
extratos apresentaram diferentes capacidades de ex-
trair os componentes antibacterianos da serapilheira. 
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TABELA 2. Número de componentes com atividades antibacteriana e seus valores de Rf (distância percorrida pelo 
componente/distância percorrida pelo solvente), encontrados nos extratos obtidos por diferentes mé-
todos de extração e separados por cromatografla de camada fina em sílica gel, utilizando-se de vários 
sistemas de solventes. 

Solventes 
Extração Desonvolvimento 

cromatograma3  

N9  de manchas 

com atividades 

antibacteriana 4  
Valores Rf 

H20' C:M (3:1) 1 0,80 
Na01-1 1  C:M (3:1) 1 0,83 
Acetato de Etila' C:M (97,5:2,5) 1 0,55 

Metanol1 
C:M(97,5:2,5) 2 0,48:0,61 
AC:AE:NH 20I-1(50:50:1) 2 0,40:0,60 

Éter Petróleo' 
C: M (97,5:2, 5) 1 0,45 
H:AE:M(60:40:1) 1 0,75 

C:M(98,2) 2 0,46:0,52 

n-Hexano2 
H:E(1:1) 2 0,53:0,61 
B 2 0,46:0,52 
6:1-1(5:1) 1 0,52 

C:M(98:2) 3 0,48:0,58:0,73 

enzen02 
H:E(1:1) 3 0.36:0,42:0,82 
B 2 0,24:0,57 
B:H 1 0,52 

C:M (98:2) 3 0,47:0,60:0,75 
H:AE:M(60:40:1) 1 0,62 
H:E(l:l) 3 0,36;0,44;0,83 

Acetato de Etila 2  8 1 0,64 
B:AE(3:1) 1 0,59 
B:AE(1:1) 1 0,58 
B:H(5:1) 1 0,52 

C:M(98:2) 2 0,47;0,75 
H:E(11) 6 0,27:0,30:0,38 

Metanol2 0, 45:0, 56: 0,85 
B 1 0,64 

B:AE(1:1) 1 0,59 
6:11(5:1) 1 0,52 

Método de extração simples. 
2 Método de extração seqüencial. 

AO-Acetona; AE-Acetato de Etila; B-Benzeno; H-n-hexano; O-Clorofórmio; M-Metanol; E-ÉterEtllico; NH 201-1-Hidróxidode 

mõnia. 
As proporções entre parênteses referem-se a vfv. 

A atividade antibacteriana dos componentes dos extratos foi determinada pela bioautografia utilizando-se o isolado ED13-4 e 
o meio de cultura ME 1 . 

4. O sistema de solvente n-hexanoféter etílico, 

1:1 (v/v), utilizado na separação dos componentes 
com atividade antibacteriana dos extratos obtidos 

pelo método de extração seqüencia], apresentou-se 

como o mais eficiente, separando de duas a seis man-

chas com atividade antibacteriana. 

5. Os componentes com atividade antibacteriana  

existentes nos extratos de serapilheira, possuem ca 

racterísticas diferentes dos ácidos orgânicos testa-

dos. 
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