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Resumen

La potencialidad de los extractivos obtenidos de especies latifoliadas de elevada
durabilidad natural fue evaluada con el objetivo de incrementar la durabilidad de la
madera de Pino caribe, frente a dos agentes destructores de madera conocidos
Gloeophyllum trabeum y Trametes versicolor. Los extractivos de la madera del duramen
de Algarrobo (Hymenaea courbanl L.), Cartan (Centrolubium paraense Tul. Var.
onnocense Benth), Puy (Tabebuia serratifolia (Vahi.) Nicholson.), Teca (Tectona grandis
L. F), y Zapatero (Peltogyne porphyrocardia Griseb.), se recuperaron empleando
extractores Soxhlet y como solventes acetona, etanol y agua. La evaluacion de la
actividad antifungica de estos extractos se realizé siguiendo el método diluciéon en gel con
inoculacion superficial en placa. El extracto etanélico de la especie Puy resultd ser el mas
téxico de los extractos evaluados, a una concentracion minima inhibitoria del 0,2% (p/v),
seguido por los extractos de Cartan y Teca. Las pruebas de durabilidad inducida sobre el
Pino caribe se realizaron durante un tiempo de exposicion de 12 semanas, utilizando los
extractos etandlicos obtenidos de la madera de Puy, Cartan y Teca, como potenciales
biopreservantes, la evaluacién se realiz6 siguiendo las pautas establecidas en la norma
ASTM-D1413 -76. los resultados muestran que todos los extractos controlaron el efecto
degradante de los hongos de prueba, sin embargo soélo el extracto de la madera de Puy,
aplicado al 2% logré proporcionar la mayor durabilidad al Pino caribe. Debido a la elevada
potencialidad de este extracto, se aplicaron métodos cromatograficos y espectroscopicos
en el aislamiento e identificacion del compuesto quimico con mayores propiedades
fungicidas. El extracto etandlico de la madera de Puy, fue caracterizado por la presencia
de compuestos naftaquinonicos como el Lapachol.



Abstract

Extractives potentiality obtained from hardwood of very naturally durables species were
tested to increase Caribbean pine bioresistance against pure strain brown and white rot
fungi Gloeophyllum trabeum Trametes versicolor. Extractives from heartwood of
Algarrobo (Hymenaea courbani L.), Cartan (Centrolubium paraense Tul. Var. orinocense
Benth), Puy (Tabebuia serratifolia (Vahl.) Nicholson.), Teak (Tectona grandis L. F) and
Zapatero (Peltogyne porphyrocardia Griseb.), wood were extracted by Soxhlet extraction
under reflux using acetone, ethylic alcohol and water as solvent. The fungal activity was
determinate using agar dilution with superficial method. Ethanolic extract of Puy species
resulted with higher biological activity between species tested, as inhibitory minimal
concentration of 0,2 % (w/v), follow to Cartan and Teak species. Bioresistance enhance of
Caribbean pine was tested according to Soil block test (ASTM D 1413-76 test method)
during 12 week against rot fungi using ethanolic extract from Puy, Cartan and Teak wood
as biopreservatives. Results show that all extract can to control the fungi tested, however
only ethanolic extract from Puy heartwood at 2% (w/v) enhance durability of Caribbean
pine. Because higher potentiality of this extract spectroscopy and chromatography method
were applied to isolated compounds with biological activity higher. The ethanolic extract
was characterized by the occurrence of naphthoquinone compounds such as Lapachol.
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INTRODUCCION

a madera, como todo material organico, es susceptible a la descomposiciéon y

deterioro provocados por diversos agentes de naturaleza bioldgica, fisica, mecanica y
quimica, dentro de los cuales los agentes biolégicos son reconocidos como los de mayor
peligrosidad en la destruccion de los tejidos lignocelulésicos, razén suficiente para prestar
especial atencion a sus necesidades, limitaciones y forma de actuar (Santini, 1988). La
pudricién resulta ser una de las mayores causas de deterioro microbiolégico de la madera y
puede originar por ejemplo fallas estructurales en las construcciones de madera y algunas
veces de manera rapida. Los mas importantes organismos de pudriciéon de la madera son los
hongos de pudricién blanca, marrén, blanda y bacterias. La pudricion marrén es la mas

comun y puede considerarse como el tipo de pudricion mas destructivo de la madera en
servicio (Eaton & Hale, 1993).

Si bien todas las maderas son susceptibles al deterioro bioldgico, muchas maderas de
especies latifoliadas, particularmente aquellas que presentan una transicién abrupta albura-
duramen, poseen una particular resistencia, o mejor dicho una particular bioresistencia al
deterioro por accion de hongos, bacterias y hasta al ataque de insectos. Esta resistencia es
generalmente atribuida a la presencia en las paredes celulares de sustancias o compuestos
quimicos activos que se ha comprobado juegan un papel importante en la durabilidad natural
de la madera, es decir su resistencia natural a los agentes destructores de la madera, ya que
proporcionan a la madera por ejemplo propiedades fungicidas o fungistaticas que impiden o
inhiben el crecimiento y desarrollo de los agentes xiléfagos (Suttie & Orsler, 1996). Estos
componentes quimicos naturales presentes en la madera son comunmente conocidos con el
nombre de extractivos, los cuales son diferentes para cada especie y se identifican

principalmente por que proporcionan a la madera color, sabor, olor e inflamabilidad tipica de
cada especie (Sjostrom, 1981).

LLa mejor manera de proteger a la madera del biodeterioro es mediante su tratamiento con
sustancias toxicas a los microorganismos degradantes; desafortunadamente muchas de
estas sustancias quimicas son calificadas como contaminantes o peligrosas al contacto
humano, por lo que debido al indeseable efecto que producen algunos fungicidas
principalmente los sintéticos, existe una urgente necesidad de encontrar sustancias quimicas
de origen natural, alternativos para el control de agentes destructores de la madera y/o el

deterioro de otros productos de origen organico. En la industria de la preservacion de la
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madera algunos compuestos como las sales CCA (cobre, cromo, arsénico) proporcionan un
efecto insecticida y fungicida efectivo; sin embargo, su amplia aplicaciéon ha incrementado la
critica mundial debido a la elevada toxicidad sobre las personas y su asociaciéon con dafos
ambientales (Doppelreiter & Korioth, 1978). Es asi que se esta impulsando la utilizacion de
ciertos compuestoé originados de plantas superiores que presentan propiedades fungitdxicas
y fungistaticas de gran potencial, pero que requieren de especial atencion para ser utilizados
en el control de agentes patdgenos (Dubey & Kishore, 1987). La proteccion biolégica
representa en consecuencia una alternativa atractiva para el uso de sustancias bioquimicas,
lo cual ha sido estimulado por investigaciones dirigidas a identificar y desarrollar

bioprotectores en un gran nimero de productos para proteger a la madera.

Uno de los aspectos que persigue la proteccion biolégica es prevenir en la madera los
cambios que puede sufrir por accion de los hongos, mas que controlar al hongo una vez que
éste se ha establecido (Dawson & Morrell, 1990). Por otra parte, los problemas toxicolégicos en
fa salud de muchas personas en contacto directo con algunos quimicos empleados en la
preservacion de la madera, e incluso con la madera tratada, hacen necesario desarrollar
productos alternativos capaces de inhibir el desarrollo de los agentes causantes de la

pudricién en la madera, pero que a su vez presenten una deseada inocuidad ecoldgica y
toxicolégica (Peredo, 1993).

Por las razones indicadas, se ha intensificado el estudio de compuestos extraidos de las
plantas, particularmente aquellas presentes en el duramen de especies resistentes a hongos
y termitas, que funcionan como inhibidores o reguladores del crecimiento, los cuales podrian
ser empleados en la formulacion de preservantes con un minimo de efectos colaterales
(Doppelreiter & Korioth, 1978). En el futuro es posible llegar a reemplazar algunas de las
propiedades de las formulaciones de preservantes de madera sintéticos con formulaciones
basadas en ingredientes bioactivos naturales presentes en los extractos toxicos de la madera

o de otros componentes quimicos resistentes aislados de productos naturales (Wong & Singh,
1997)

La presente investigacion pretende evaluar los extractos de cinco especies latifoliadas, Puy
(Tabebuia serratifolia), Zapatero (Peltogyne porphyrocardia), Algarrobo (Hymenaea courbaril),
Cartan (Centrolubium paraense) y Teca (Tectona grandis), las cuales presentan elevada
durabilidad natural a la accién de agentes destructores de la madera, para posteriormente ser

aplicados mediante tratamientos preservantes a especies de baja durabilidad natural como es

2
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el caso del pino caribe (Pinus canbaea var. hondurensis). En particular, se estudiarg el efecto
de la durabilidad inducida con estos biopreservantes ante dos hongos estandarizados para
pruebas de durabilidad (ASTM D1413-76).

La mayor contribucion de esta investigacion se considera sera la apertura de nuevos caminos
en la obtencién de compuestos organicos con caracter preservante a partir de material
natural, los cuales pueden ser empleados en el area de conservacion de maderas,

disminuyendo asi los riesgos o problemas toxicolégicos generados en el manejo y uso de los
preservantes tradicionales.
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CAPITULO |
Objetivos

I.1.- Objetivo general

Determinar la durabilidad inducida de la madera de Pino caribe, con extractos de maderas
latifoliadas de elevada durabilidad natural.

|.2.- Objetivos especificos:

> Obtener extractivos de cinco especies venezolanas de reconocida durabilidad natural, en
diferentes solventes hidréfilicos e hidréfobicos

> Evaluar la capacidad fungicida, fungistatica y el limite de toxicidad de los potenciales
biopreservantes, obtenidos de los extractivos.

» Evaluar la durabilidad inducida de la especie Pino caribe mediante la norma ASTM
D1413-76.

> Adicionalmente se tratara de identificar en el extracto de mayor actividad biolégica el o los
componentes con mayor actividad fungicida mediante el empleo de técnicas

cromatograficas y espectroscopicas.

Partiendo de la obtencion de los extractivos de las maderas a ensayar, y para cumplir con los
objetivos propuestos, se ha considerado conveniente realizar el trabajo de investigacion en

tres partes claramente definidas en sus objetivos, metodologia y consecucion de resultados:

Capitulo lll. Actividad Antifangica in vitro del extracto de algunas latifoliadas de durabilidad

natural elevada.
Capiltulo IV. Determinacién de la capacidad antifungica de los extractos etandlicos de
especies latifoliadas, en madera de pino caribe.

Capitulo V. Evaluacion de la actividad antifungica del extracto etandlico y fracciones de la
especie Tabebuia serratifolia
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CAPITULO HI
Revision bibliografica
I.1.- La Madera: Estructura y Composicién
Il.1a.- Anatomia de la madera

La madera es un material de origen organico y es heterogéneo, su estructura anatdmica varia
considerablemente reflejdndose sobre sus propiedades como permeabilidad, conductividad
térmica, difusién y durabilidad natural, entre otros (Siau,1984). Estd compuesta de células
elongadas, la mayoria de las cuales se encuentran orientadas en direccion longitudinal al
tronco del arbol, estas células varian en su forma de acuerdo a su funcién, proporcionando la
resistencia mecanica al arbol, ademas de desempenar funciones de transporte de liquidos y
almacenamiento de sustancias de reservas (Sjostrom, 1981).

El arreglo y disposicién de las células de la madera pueden ser observadas, con mayor
detalle en tres planos de corte: seccidn transversal, seccidn tangencial y radial. En la seccion
transversal de un arbol es posible distinguir macroscdpicamente, tres partes: medula, madera
y corteza. Entre la madera y la corteza existe un tejido muy delgado visible solo al
microscopio, el cual produce madera al interior y corteza al exterior, este tejido es conocido
como cambium vascular (Tsoumis,1991). Desde el punto de vista estructural la madera de
coniferas (Gimnosperhas), presenta una mayor uniformidad en sus estructuras anatémicas, en
cambio las latifoliadas (Angiospermas) presentan extremas diferencias estructurales, lo que

facilita la identificacion una de otras visualmente (Siau,1984).

Las coniferas muestran una estructura anatémica relativamente simple (Figura 1). Consisten
de aproximadamenté 90 - 95 % de traqueidas las cuales son células largas y delgadas de
extremos cerrados. El incremento en el espesor de las paredes celulares de estas
estructuras, conlleva a la diferenciacién entre madera temprana y tardia, las cuales difieren
en color, densidad y otros aspectos estructurales (Fengel & Wegener, 1984). La madera esta
caracterizada por la presencia de capas concéntricas mas o menos conspicuas conocidas
como anillos de crecimiento o anillos anuales. En las coniferas estos anillos son adicionados
cada afno y pueden ser distinguibles a simple vista, en cambio en las latifoliadas estos anillos
no son faciimente distinguibles debido a la ausencia de estaciones climaticas bien definidas y
cuando se distinguen corresponden a periodos de sequia y humedad; los anillos de

crecimiento pueden distinguirse debido a la diferencia entre madera temprana y madera
tardia (Tsoumis,1991).
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Traqueidas de
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Figura 1. Estructura anatémica de las confferas (Hugh, 1989).

Dependiendo de las condiciones de crecimiento de los arboles, es posible observar madera
de compresién en coniferas y de tension en latifoliadas, las cuales presentan propiedades
fisicas y quimicas diferentes a la madera normal (Siau,1984). En muchas especies la seccion
transversal del tronco no presenta un color uniforme, debido a que la porcién central e inerte
es mas oscura que la zona periférica. Estas porciones son conocidas como duramen y albura
respectivamente. La distincién entre albura y duramen es de tipo funcional ya que a medida
que el diametro del tronco se incrementa con el crecimiento, las células de los viejos anillos
de crecimiento detienen su participacion en los procesos activos del arbol originandose una
translocacion de las sustancias de almacenamiento. Estos cambios funcionales estan
asociados con los cambios quimicos, estructurales y fisiolégicos que dan origen a la
formacién del duramen (Hillis, 1971; Tsoumis,1991).

La madera de las especies latifoliadas anatémicamente se encuentra conformada por
estructuras conocidas como fibras liberiformes y fibrotraqueidas, ademas de estructuras en
forma de tubos, alargadas y perforadas en los extremos, conocidas como vasos, los cuales
desempenan funciones de conduccién y trasporte de liquidos (Figura 2). Adicionalmente, es
posible observar células de parénquima longitudinal y radial, las cuales son mas numerosas
en las latifoliadas que en las confieras (Fengel & Wegener, 1984).

Observando las células con mayor detalle, es posible visualizar pequefas aberturas
formando cavidades en la pared celular (vasos, fibras, traqueidas), las cuales son diferentes
6
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entre las especies, estas cavidades son conocidas como punteaduras y permiten la

comunicacion inter estructuras (Hillis, 1983; Fengel & Wegener, 1984).

Figura 2. Estructura anatémica de las latifoliadas (Hugh, 1989).

[1.2.- Naturaleza Quimica de la Madera.

La composicion quimica elemental de la madera, como la de todo material organico, esta
conformada por carbono (C), oxigeno (O), hidrogeno (H) y pequefias cantidades de nitrégeno
(N). La combinacién de todos estos elementos conlleva a la formacion de los componentes
estructurales principales de las fibras de la madera (Tsoumis,1991).

La madera esta formada por tres componentes principales:

Celulosa: usualmente es el componente dominante representando aproximadamente entre el
40 — 50 % del peso seco de la madera libre de extractivos. La celulosa esta conformada por
una cadena de moléculas, de elevado grado de polimerizacién, unidas por enlaces B 1:4 de

unidades de glucosa, organizadas en estructuras cristalinas o micelar dentro de las
microfibrillas (Sjostrém, 1981; Rayner & Boddy, 1988).

Hemicelulosa: se encuentra asociada con la celulosa, son polimeros de pesos moleculares
relativamente bajos, conformado por cinco azucares neutros, las hexosas glucosa, mannosa,
galactosa y las pentosas xilosa y arabinosa, contienen adicionalmente unidades de acidos

uronicos. Las hemicelulosas representan aproximadamente entre el 25 — 40 % del peso seco
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de la madera libre de extractivos en madera de coniferas y cerca del 25 — 30 % en madera de

latifoliadas (Sjdstrém, 1981; Siau,1984; Rayner & Boddy, 1988).

Lignina: el tercer componente macromolecular de importancia, es un polimero complejo de
naturaleza fendlica, resultante de la polimerizacion de unidades de fenilpropano, para formar
una molécula extremadamente compleja cuya estructura quimica y reactividad no esta
completamente definida. Por lo general la composicion de la lignina es diferente para
maderas coniferas y latifoliadas, presentandose en coniferas lignina tipo guayacil y en
latifoliadas lignina tipo siringil y guayacil (Sj6strém,1981; Tsoumis,1991). La lignina representa
entre el 25 - 35 % del peso seco de la madera en coniferas, y aproximadamente 18 — 25 %
del peso seco de la madera de latifoliadas (Rayner & Boddy, 1988).

Adicionalmente el duramen de casi todas las especies contiene compuestos organicos de
bajo peso molecular, llamados extractivos, comunmente localizados tanto en el lumen como
en las paredes celulares de los elementos vasculares formando una pelicula protectora sobre
la pared celular, punteaduras y microfibrillas (Siau,1984). El tipo y cantidad de los extractivos
varia considerablemente entre especies e inclusive dentro de un mismo arbol; su presencia
imparte a la madera las caracteristicas de cambio de color, durabilidad natural, olor y sabor
(Fengel & Wegener, 1984; Rayner & Boddy, 1988).

11.3.- Formacion del Duramen

Los cambios asociados con la formacién del duramen pueden ser tanto microscépicos como
macroscopicos (cambio de color). Microscopicamente esta asociado con la muerte (perdida del
protoplasma y nicleo) de las células del parénquima como resultado de la acumulacion de
productos toxicos secretados durante el metabolismo del Aarbol. Estas secreciones
experimentan una traslocacién desde el centro del arbol, alrededor del cual, el cilindro del
duramen se forma y se expande gradualmente; ademas, la formacion del duramen esta
asociada con la aspiracion de las punteaduras, formacion de tilosis y depdsitos de extractivos

que impregnan la pared celular de los tejidos de la madera (Hillis,1987; Tsoumis,1997).

I1.4.- Quimica de los Extractivos

Los extractivos incluyen un gran numero de compuestos que a menudo influyen en las
propiedades fisicas de la madera, por ejemplo, los constituyentes coloreados y volatiles
proporcionan valores estéticos de caracter visual y olfativo; ciertos compuestos fenélicos dan

resistencia al ataque de hongos e insectos y el silice imparte resistencia a los perforadores
8
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marinos; en general una de las funciones que presentan los extractivos es proporcionar

protecciéon contra predadores que desean consumir los componentes estructurales de la
pared celular (Young,1991).

Los extractivos no estan considerados como componentes estructurales en las paredes de
las fibras, a menudo se encuentran dispersos y depositados en el lumen celular o
impregnando las paredes de las células. Estos materiales extrafos difieren significativamente
en clases y composicion quimica, por lo que es dificil establecer un sistema rigido de
clasificacion, y han sido generalmente agrupados como materiales organicos e inorganicos
(Fengel & Wegener, 1984). Los materiales inorganicos consisten de trazas de minerales como
sales de calcio e inclusiones de silice, los cuales no son solubles en solventes organicos y

representan entre el 0,1% al 1,0% del peso seco de la madera (Tsoumis,1997).

Los componentes organicos engloban todos los compuestos que pueden ser removidos o
extraidos de la madera con solventes organicos neutros e inclusive agua, sin producir
alteraciones de la estructura de la celulosa y la lignina. Estos extractivos incluyen taninos
terpenos, materiales colorantes, azucares, aceites esenciales, grasas, ceras, gomas,
alcaloides, fenoles y almidon (Sjéstrém, 1981; Fengel & Wegener, 1984; Hillis, 1987). El contenido
de extractivos totales en la madera varia desde 1 % hasta 20 %, en casos excepcionales y
extremos el 30 % del peso seco de la madera, presentandose en mayor cantidad en el
duramen de especies latifoliadas (WRCLA, 1998).

La distribucién y composiciéon de los extractivos en el duramen, no es siempre la misma, de
forma general, se ha observado un gradiente radial (Fischer & Héll, 1992), en el que se verifica
una progresiva traslocacion de los extractivos a una forma menos toxica con concentraciones

inhibitorias menores a medida que se avanza hasta la medula (Hillis,1987; Rayner & Boddy,
1988).

Muchos metabolitos como azucares, almidones y lipidos se almacenan en la albura de la
madera y son transportados dentro del arbol por las células del parénquima radial, los que
con el ftranscurrir del tiempo, proporcionan los componentes secundarios para la
transformacion albura-duramen (Hillis, 1971, 1987; Saranppis &Nyberg, 1987; Saranppid & H6éll
1989). Estos carbohidratos solubles se ven disminuidos durante del proceso fisiolégico de
transformacién, sin embargo, en el duramen existe cierta cantidad de azucares, los cuales
varian con la especie, y pueden, en su mayoria sen el resultado de la hidrélisis parcial de las

hemicelulosas que conforman la pared celular, por lo que con frecuencia es posible observar
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cantidades variables de galactosa, arabinosa y xilosa en el duramen, pero en realidad el rol y

origen fisiolégico de estos azucares en el duramen no esta totalmente claro (Saranpéé, 1989).

En el proceso de recuperacion de extractos a partir de material vegetal, la seleccién del
solvente a emplear depende en gran mediad de lo que se desea hacer con el extracto; si la
extraccion se realiza para aislar y caracterizar componentes quimicos, la toxicidad del
solvente no tiene gran relevancia, debido a que éste puede removerse antes del
procedimiento de aislamiento; en cambio si se desea depurar e identificar compuestos con
actividad biolégica, el solvente empleado en la extraccion tiene gran importancia, ya que este
puede inhibir el proceso de ensayo microbiolégico mas que la misma sustancia evaluada
(Eloff, 1998).

En el continuo avance del conocimiento de los recursos naturales y en especial en el
aislamiento, determinacion e identificacion de los extractivos, se han realizado diversas
investigaciones empleado técnicas convencionales, las cuales incluyen cristalizacion,
destilacion fraccionada, saponificacion, métodos espectroscopicos (UV, IR) y cromatograficos
(papel, capa fina y gruesa, columnas, intercambio i6nico y gases). Adicionalmente, métodos
de fraccionamiento moderno como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
cromatografia de permeacion de geles (GPC) y la aplicacion de resonancia magnética
nuclear (RMN), o la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS),
han incrementado significativamente la importancia e identificacion de los extractivos de la
madera. Actualmente el desarrolio de la técnica de cromatografia de gases empleando
columnas capilares de grandes longitudes ha sido ampliamente aplicada en la identificacion
de extractivos hidrofilicos y lipofilicos de la madera asi como de compuestos toxicos en la
industria de pulpa y papel (Girard et al. 1987, Jirgen et al. 1995; Pérez et al. 1997; Gutiérrez et al.,
1998; Theodoridis, et al. 1998; Del Rio, et al., 1999).

I1.5.- Biodegradacion de la Madera

Diversos factores externos al arbol pueden causar degradacion de la apariencia, estructura y
composicion quimica de la madera, la cual puede comprender desde una simple decoloracién
hasta convertir a la madera en un producto sin utilidad futura. Este efecto no solo ocurre en la

madera en servicid, ya que se ha observado en arboles en vida, madera aserrada y
subproductos de madera (Tsoumis,1997).
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Los microorganismos mas importantes que deterioran y degradan la madera, forman parte de
un grupo primitivo de microorganismos mejor conocidos como hongos, los cuales tienen la
capacidad de secretar enzimas especializadas a través de estructuras conocida como hifas,
las cuales degradan la materia organica, modificandola quimicamente para asi ser utilizadas
como fuente de carbono o alimento. Antes de que el hongo pueda colonizar la madera
requiere de cuatro condiciones: suministro de oxigeno, temperatura adecuada, suministro de
humedad y un substrato como fuente de alimento; la eliminacién de algunos de estos

requerimientos puede prevenir el ataque (Smuiski,1996).

Los microorganismos pueden degradar madera bajo una amplia variedad de condiciones
amblentales, sin embargo, mientras algunos pueden tolerar amplios rangos de temperatura,
humedad y condiciones de pH, otros tienen una tolerancia limitada. En la madera el control
natural esta influenciado por el tipo y cantidad de lignina en la pared celular, asi como la
cantidad y toxicidad de los extractivos presentes (Singh & Kim,1997).

El deterioro de la madera por efectos de los hongos, esta referido a una cantidad de terminos
que incluyen pudricion marrén, blanca y blanda; los términos pudricién simultanea vy
especifica han sido designados para describir formas de pudricién blanca (Eaton & Hale,1993).
Aunque tanto los hongos como las bacterias pueden degradar madera, los hongos,
particularmente los Basidiomicetes son generalmente mas agresivos que las bacterias,

considerando estos ultimos como degradadores de madera de bajo impacto (Erikson et al.
1990).

La colonizaciéon microbiana sobre la madera se produce a través de aquellas estructuras de
mas facil acceso por las hifas del hongo, como vasos y células del parénquima radial y

longitudinal, en estas ultimas es posible localizar nutrientes o azucares libres disponibles para
su metabolizacion (Gao & Breuil,1995).

Durante el deterioro de la madera, el hongo es capaz de consumir los carbohidratos
presentes en la pared celular de las fibras a través de una secrecion enzimatica, las cuales,
tienen la habilidad de disolver estas sustancias organicas que al ser modificadas forman
compuestos asimilables por el hongo. A medida que avanza el estado de deterioro se
produce el crecimi‘ento de las hifas por elongaciéon de sus extremos, pasando de una célula a
otra por medio de las aperturas naturales de la madera (punteaduras), penetraciéon pasiva, o
por perforaciones realizadas sobre la pared celular tanto en el sentido longitudinal como
transversal al eje de la fibra, penetracion activa (Eaton & Hale,1993; Tsoumis,1997).
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La mayoria de los hongos de degradacion de madera presentan patrones de ataque mas o
menos definidos, lo que facilita su respectiva identificacion en funcion de estas
caracteristicas. El deterioro causado a la madera por los hongos ha sido agrupado en tres
categorias principales: pudricién blanda, blanca y marrén.

a.- Pudricion blanda

A este grupo pertenecen ciertos miembros de los Ascomicetes y Deuteromicetes, los cuales
son particularmente activos bajo condiciones en las que la pudricion marrén y blanca no los
son (madera preservada, elevados contenidos de humedad). El ataque sobre las coniferas resulta
en la formacion de cavidades en la pared secundaria, la cual se observa al microscopio 6ptico
como perforaciones en un corte transversal de las fibras; en la seccion longitudinal estas
cavidades se observan orientadas paralelas a las microfibrillas de la celulosa; en latifoliadas

se observa como erosion de la pared celular (Singh & Kim,1997).

b.- Pudricidon blanca

Los hongos que producen este tipo de deterioro forman parte de los Basidiomicetes. Las
especies latifoliadas a menudo son mas susceptibles que las coniferas. Estos hongos pueden
degradar todos los componentes de la pared celular, incluyendo lignina. Algunas especies
especializadas degradan principalmente la lignina, permaneciendo la celulosa sin ataque, por
lo que son llamadas hongos de pudricién selectiva; en camblo otras especies pueden
degradar simultaneamente todos los componentes de la pared celular (celulosa, lignina,
hemicelulosa), por lo que son llamados hongos de pudricion simultanea. Los hongos de
pudricion blanca imparten a la madera un color claro o blanco ademas de proporcionar una

apariencia esponjosa o fibrosa con bolsillos o grietas longitudinales separadas por areas de
madera aparentemente sana (Erikson et al.1990; Tsoumis,1997).

c.- Pudricidon marrén

Los hongos de este tipo de deterioro pertenecen a los Basidiomicetes y son [lamados de esta
manera producto del color oscuro o marrén que imparten a la madera degradada debido
mayormente a la presencia de lignina. Este tipo de pudricién es mas abundante en coniferas

que en latifoliadas y atacan tanto a madera tratada como no tratada. Una de las
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caracteristicas mas importantes es la rapida depolimerizacion de la celulosa a tempranos
estados de deterioro. La degradacién de la pared celular es difusa y los carbohidratos son
depolimerizados y removidos mientras que la lignina es simplemente modificada. En la
superficie de la madera es posible observar grietas tanto paralela como perpendicular al
grano formando estructuras cuboidales las cuales pueden ser facilmente reducidas a polvo
por presion (Singh & Kim,1997; & Tsoumis,1997).

11.6.- Durabilidad Natural

La resistencia natural de la madera a factores que pueden causar degradacion es llamada
durabilidad, y puede ser expresada como el tiempo en el cual la madera conserva sus

propiedades y caracteristicas en 6ptimas condiciones sin la aplicacién de proteccion especial.

Todas las maderas son susceptibles al ataque de hongos e insectos; sin embargo, algunas
son mas resistentes que otras. Esta durabilidad se atribuye a diversos factores donde el
mecanismo principal envuelve la produccion de quimicos a nivel toxico durante la formacién
del duramen (Zabel & Morrell,1992). La albura es menos resistente debido al menor contenido
de extractivos y a la presencia de sustancias nutritivas como azucares y almidéon que son
gradualmente descompuestos (Tsoumis,1997).

Otro factor que esta correlacionado con la resistencia al deterioro es la densidad de la
madera. Muchas maderas exhiben elevada densidad y son naturalmente durables, pero otras
maderas densas son rapldamente degradadas, por lo que la densidad no es el indicativo
principal de durabilidad natural. Esta se encuentra relacionada con la composicion quimica de
los extractivos. La madera de baja densidad ofrece una resistencia relativamente baja debido
a que los insectos tienen una mayor facilidad para masticarla y Iosﬁhongos suficiente espacios
para su crecimiento y disponer de oxigeno y agua; por lo que desde este punto de vista las
maderas muy pesadas presentan paredes celulares gruesas limitando la accesibilidad de las

hifas del hongo y la disponibilidad de oxigeno (Tsoumis, 1997).

I1.7.- Métodos para Evaluar Durabilidad de la Madera

La pérdida de masa es utilizada como un criterio para evaluar la durabilidad natural y las
diferentes resistencias que presentan las especies individuales cuando son expuestas frente

a agentes de deterioro (Gunther,1979). Anteriormente las pruebas de durabilidad para evaluar
resistencia de preservantes ante hongos e insectos involucraban pruebas de amplia duracion

a gran escala y al aire libre. Actualmente existen diversos métodos de pruebas acelerados en
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laboratorio, que involucran muestras de pequefo tamafo expuestas bajo condiciones

controladas que estimulan o maximizan el rapido deterioro de las muestras (Turner & Conraide,
1996).

Con respecto a la evaluacion de la durabilidad natural o proteccion quimica de la madera,
frente a microorganismos de deterioro, existen tres métodos cominmente empleados: Las
pruebas de bloques de madera sobre agar nutritivo, el método de bloques de madera sobre
suelos estériles y los ensayos en cementerio de estacas.

a.- Las pruebas de bloques de madera sobre agar nutritivo - Agar / block - (European
Standard Method EN-113-80), desarrolladas por Liese et al. (1935), la cual consiste en
colocar bloques de madera preservada con diferentes soluciones, secas y esterilizadas sobre

cultivos activos de hongos que deterioran la madera; la efectividad se evalua por pérdida de
peso en un tiempo determinado.

b.- Método de bloque de madera sobre suelo estéril — Soil / block - (ASTM D1413-76 y
D2017-81), desarrolladas por Leutritz (1946), es una modificacion del metodo agar/block, en
la cual se colocan las muestras de madera sobre un cultivo activo que crece sobre una
delgada placa de madera, la cual descansa sobre el suelo estéril. EIl método de soil-block ha
demostrado ser mucho mas apropiado para la evaluacién gravimétrica de las muestras bajo
ensayo (Montelro & Brazolin, 1997).

c.- Otro método comunmente empleado, es el de cementerio de estacas enterradas en suelos
no estériles, el cual puede ser inoculado con un microorganismo o mezcla de cultivos puros

conocidos, o empleando la microflora natural y desconocida presente en el suelo. El método

ha sido desarrollado principalmente para evaluar soft-rot (Rayner & Boddy, 1988).

[1.8.- Extractivos Naturales como Preservantes.

El interés de los extractivos como preservantes naturales no es nuevo, diversos
investigadores han discutido la contribucién de los extractivos en la durabilidad natural de la
madera y menciona que la clase de compuestos de tipo fendlico podrian ser los responsables
de la actividad fungitoxica de los extractos que impregnan el duramen ( Kollmann, 1956; Hillis
(1968, 1987; Schultz & Darle, 1997).

De forma general, se acepta que la resistencia de la madera al ataque de agentes xiléfagos
es debido a la presencia de extractivos solubles en alcohol y.acetona, cuyas moléculas son
14
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quimicamente complicadas y dificil de sintetizar, ademas el valor téxico de los extractos puros
aislados es igual al de productos de uso industrial en la preservacién de maderas (Carter &
Beal ,1982; Deon, 1983). Por otro lado, aproximadamente el 80 % de estos componentes
extraibles, se encuentran localizados en los microcapilares de la pared celular y requieren de
solventes altamente polares, como acetona y metanol para ser removidos; el 20 % restante
se encuentran depositados en el lumen celular y presentan un efecto funguicida menor (Sutie
& Orsler, 1996).

Adicionalmente, los extractivos presentes en la madera, principalmente los monoterpenos,
son compuestos quimicos con gran potencial en el desarrollo de nuevos agentes fungicidas
debido a su baja toxicidad sobre los seres humanos y relativamente elevada actividad sobre
insectos y hongos (Cornelius et al.1997).

La degradacién de la madera por efecto del hongo se produce por una reaccién enzimatica,
para alterar la estructura de la pared celular y crear microporos que posteriormente seran
penetrados por las hifas y avanzar con la degradacion de la sustancia madera, sin embargo

Los extractivos naturales previenen esta accion y posterior colonizacién por parte del hongo
(Schultz & Darrel,1997).
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CAPITULO lii

Actividad antifangica in vitro del extracto de la madera de algunas
latifoliadas de durabilidad natural elevada

La durabilidad natural de diversas especies forestales frente a la accién de hongos de
pudricion, insectos y bacterias, ha sido atribuida a diversos factores, dentro de los cuales se
mencionan ciertos\ compuestos extraibles del duramen de maderas y otros materiales
vegetales con propiedades fungicidas. El uso de estos extractivos naturales para el control de
hongos que deterioran la madera ha sido estudiado como una atractiva alternativa para la
proteccion de la misma, cuya principal ventaja es la de proveer productos naturales efectivos,
de baja toxicidad a los seres humanos y ambientalmente aceptables. En este capitulo se
compara la accion fungicida de los extractos o productos naturales del duramen de 5
especies forestales de durabilidad natural elevada, empieando tres solventes en la
recuperacion de los mismos. El ensayo de la actividad antifungica de los extractos se realiza
por el método de dilucidbn en gel con inoculacion superficial en placa, frente a dos hongos

reconocidos como estandar para estas pruebas Gloeophyllum trabeumy Trametes versicolor.

lIl.1.- Materiales y métodos

l11.1.1- Materiales

Se utilizaron muestras de madera del duramen de cinco especies latifoliadas, para realizar la
recuperacion de los extractos; cuatro de estas especies son cominmente explotadas en la
region de Guayana, Edo. Bolivar, y las muestras fueron donadas por el Aserradero
Matamoros: Puy (Tabebuia serratifolia (Vahl.) Nicholson.), Zapatero (Peltogyne porphyrocardia
Griseb.), Algarrobo (Hymenaea courbaril L.) y Cartan (Centrolubium paraense Tul. Var. orinocense
Benth). La quinta especie, Teca (Tectona grandis L. F.), fue donada por el aserradero del
Laboratorio Nacional de Productos Forestales, madera proveniente de las plantaciones
ubicadas en el Edo. Barinas. Es indispensable resaltar el hecho de que no se cuenta con la
informacién referente a la edad del arbol, época de corte, ni de la altura del arbol a la cual fue
tomada la muestra, factores estos que se reconoce tienen influencia en la variabilidad,
proporcién y distribucion de los extractivos en la madera.

l11.1.1b.- Microorganismos ensayados

Se emplearon dos hongos, uno representante del efecto de deterioro conocido como
pudricion marrén, Gloeophyllum trabeum (Fr.) Murr. (Mad-617-R) y un representante de los
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hongos de pudricion blanca, Trametes versicolor (L:Fr) Pilat (FP-133255-R). Ambos fueron
seleccionados por su conocida capacidad como agentes destructores de la madera, de
importancia econémica y de empleo comun en evaluaciones de preservantes para madera.
Los hongos de prueba fueron facilitados por la seccion Conservacion de Maderas, del
Laboratorio Nacional de Productos Forestales, en capsulas de Petri sobre agar extracto de
malta al 2,5% mantenidos en refrigeracion (4 °C). Para la prueba de la actividad funguicida, los
hongos se activaron inoculando nuevas capsulas de Petri al 2,5 % de agar extracto de malta

e incubados por seis dias a 26 + 2 °C.

I11.1.2.- Métodos

II.1.2a.- Preparacion de los extractos

Pequenias astillas de duramen de las especies estudiadas, fueron molidas y tamizadas hasta
obtener un tamano de particulas adecuado para el proceso de extraccion, 40 - 60 mesh,
basado en la norma TAPPI T 257 cm-85

Para obtener los extractos, 30 g de material molido por cada madera se colocaron en
extractores Soxhlet, extrayéndose con acetona y etanol (95 %). La extraccion con cada
solvente se realizd con muestras nuevas y por separado para cada tipo de madera.
Normalmente 300 mi de solvente y un periodo de 8 horas, fueron suficientes para agotar

completamente las muestras de madera. El extracto en agua se recuperd de acuerdo con lo
establecido por la norma TAPPI T 207 om-93.

El extracto obtenido fue concentrado bajo vacio a una temperétura controlada de 50 °C, hasta
la obtencién de un residuo viscoso, el cual se colocé en estufa a 50 + 2 °C hasta peso
constante (variacion de 0,01 g), hasta la obtencién del extracto sélido. El extracto obtenido

fue disuelto completamente en etanol (95 %) y mantenido en refrigeracién (4 °C), en botellas
ambar hasta el momento de su uso.

II1.1.2b.- Ensayo microbiolégico

La evaluacion de la actividad antifungica de los diferentes extractos obtenidos, se realizé por
el método de dilucién en gel con inoculacién superficial en placa (Jansser, 1987; Garcia, 1995;
Ajaiyeoba, 1998) modificado de acuerdo a las condiciones experimentales.

En cada capsula de Petri de diez centimetros de didametro y bajo condiciones asépticas, se

vertieron 20 ml de agar extracto de malta con el extracto incorporado obteniéndose
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concentraciones de 0,05 %, 0,1 % y 0,2 % (p/v). Simultaneamente se adicioné etanol (95 %) al
medio de cultivo el cual se utilizé como control. El nuevo medio de cultivo con el extracto
incorporado, se dejo solidificar a temperatura ambiente y luego fue inoculado, colocando
sobre éste y en el centro de cada capsula de Petri. un inoculo circular del hongo de prueba
(10 mm) e incubadas durante seis dias a 26 + 2 °C, tiempo en el cual la inoculacion testigo
cubre completamente la capsula de Petri. Las evaluaciones se realizaron por duplicado para
cada concentracion, extracto y hongo de prueba. El crecimiento diametral de cada
microorganismo (mm) fue medido al final del periodo de incubacién (6 dias), y el porcentaje de
inhibicion fue expresado en funcién del crecimiento total del control calculado por la ecuacion.
(1) (Gopalakrishnam, et al., 1997).

% Inhibition =100 — (T A ‘g‘"’; ’e’l”(" (’”)’")J *100 (1)
onirot (mm

11.2.- Resultados y discusion

La recuperacién de los extractivos de la madera se realiz6 empleando tres solventes de
diferentes polaridades acetona, etanol y agua. La acetona fue utilizada porque tiene la
habilidad de recuperar compuestos tanto hidrofilicos como lipofilicos de la madera (Gutiérrez et
al., 1998; Gutiérrez et al., 1999), no interactuar con el extracto recuperado y por ser un solvente
extremadamente volatil y facil de remover del mismo; La acetona tiene minima capacidad de
inhibicién, o toxicidad, sobre diversos microbrganismos cuando lo que se persigue es realizar
pruebas microbiolégicas con los extractos recuperados (Eloff, 1998). El agua fue seleccionada
por ser el tipico solvente altamente polar y no presenta ninguna interferencia en las pruebas
microbioldgicas de los extractos. El etanol fue seleccionado por su polaridad intermedia en
comparacion con los solventes indicados. El metanol no fue utilizado porque esta
considerado como ’un solvente altamente toxico sobre diversos microorganismos de ensayo y
manejo bioldgico (Eloff, 1998), aun sabiendo que para realizar tanto la extracciéon como el
aislamiento de productos biol6gicamente activos, los mejoreé resultados se obtienen

empleando acetona, metanol, etanol y agua.

La recuperacion de los extractivos del duramen de las diferentes maderas evaluadas, se
realizé a partir de procesos térmicos (extractores soxhlet), en lugar de filtrado o maceracion, ya
que esta metodologia de extraccion logra remover la mayor cantidad de compuestos, en
comparacion con los otros dos métodos (Mitscher et al., 1972).
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Considerando que los ingredientes activos presentes en la madera y que contribuyen a su
durabilidad natural -muy estables y dificiles de extraer puesto que con frecuencia se
encuentran depositados en los microcapilares de la pared celular- son de dificil acceso (Siau,
1984; Hillis, 1987; Sutie & Orsler, 1996; Tsoumis, 1997), se utilizo esta metodologia de extraccién para
la recuperacion de la mayor cantidad de compuestos, empleando solventes de bajo punto de
ebullicién que dilatan la pared celular y permiten la remocién de compuestos biolbgicamente
activos (Bhargara et al., 1998; Eloff, 1998; Kennedy, 1999).

La Tabla 1 presenta la proporcion de extractivos recuperados a partir de las muestras del
duramen de las especies evaluadas (Algarrobo, Cartan, Puy, Teca y Zapatero). En estos
resultados se observan que las especies Algarrobo, Cartan y Zapatero, presentaron la mayor
proporcion de extractos recuperados con los diferentes solventes empleados. En cada
extraccion, los extractos recuperados con acetona y etanol presentaron un color similar y
caracteristico a las especies, a diferencia del extracto acuoso el cual presenté una coloracion
completamente diferente al observado con los otros solventes.

El extracto recuperado con etanol mostro la mayor produccién de extractivos entre las
especies evaluadas (15,2 % (A), 16,5 % (B), 7,5 % (C) y 10,9 % (D)), con excepcion de la especie
Zapatero cuyo mayor porcentaje se obtuvo con el extracto soluble en agua (14,6 % del peso
seco). El solvente siguiente de mayor capacidad de extraccion fue la acetona seguido por el
agua; sin embargo, para el caso de las especies Zapatero y Algarrobo ésta secuencia fue
diferente porque los mayores resultados se obtuvieron con agua seguido de acetona (146 y

13,4 % — 7.1 y 11 % respectivamente).

Tabla 1. Cuantificacién de extractivos (%) en base al peso seco de la madera

Solventes
Especies
Acetona (%) Etanol (%) Agua (%)
Algarrobo (A) 11,0 15,24 13,48
Cartan (B) 11,0 16,57 8,68
Teca (C) 7,00 7,59 4,23
Puy (D) 6,85 10,96 3,50
Zapatero (E) 7,10 11,43 14,68

El crecimiento de los microorganismos de prueba sobre el medio de cultivo empleado como

control (etanol 95 %), sefiala que las condiciones de prueba fueron Optimas para el

19



Tecnologia de Productos Forestales

crecimientos de los hongos de pudriciéon. Los resultados obtenidos se consideran validos
pues en las replicaciones se obtuvo un crecimiento homogéneo del microorganismo y no se
observoé inhibicion por el etanol empleado para solubilizar los extractos.

La actividad antifungica, de los diferentes extractos recuperados, empleando el método de
dilucion en gel con inoculacion superficial en placa, sefiala que todos los extractos inhiben
parcial o totalmente el crecimiento de los hongos de prueba (Trametes versicolor & Gloeophyllum
trabeum). Los resultados de la inhibiciéon del crecimiento después de 6 dias de incubacion se

presentan en la Tabla 2. En todos los casos el resultado se refiere al promedio de ocho
determinaciones.

Tabla 2. Inhibicién del crecimiento en porcentaje de los extractos recuperados
con acetona, etanol y agua después de seis dias de incubaci6n

Gloeophyllum trabeum Trametes versicolor
Solvente] % | Alg. |Cartan| Puy | Teca | Zapat.| Alg. |Cartdn| Puy | Teca | Zapat.
0,05 16 62 85 50 10 35 39 78 72 18
Acetona | 0,10 18 73 92 64 17 62 73 90 82 40
0,20 37 93 96 78 23 67 81 90 82 40
0,05 29 69 94 55 36 65 67 83 72 22
Etanol 0,10 44 80 96 65 60 75 76 95 86 39
0,20 70 100 100 83 65 79 92 97 89 55
Agua 0,05 0 49 30 21 20 0 12 7 0 0

Los resultados demuestran que los extractivos del duramen son toxicos para los dos hongos
estandar, cuando se realiza la evaluacion in vitro de su actividad sobre agar extracto de
malta. Estos principios téxicos extraidos del duramen de las maderas ensayadas, varian en

intensidad, segun la especie de la que proviene la madera extraida y con el solvente
empleado.

En esta etapa, no se observé una relacion directa entre el contenido de extractivo soluble en
acetona, etanol y agua del duramen de las especies evaluadas (en un rango 3,5 % - 16,57 %) y la
inhibicion del crecimiento de los microorganismos de prueba, resultados que concuerdan con
los obtenidos por Srinivasan et al., (1999), en la evaluacion de la efectividad de los extractivos
de varias especies de Larix sp. en un rango de 7,3 % - 26,85 % de extracto recuperado. Otros
investigadores encontraron una relacién directa entre la resistencia de la madera a
microorganismos y el contenido de extractivos en diversas especies de Larnx en un rango de
3,2 % — 20,5%, Viitanen et al. (1997) destacando que a menores-niveles.-de extractivos menor
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es la resistencia de la madera. Esta falta de relacion entre la resistencia al deterioro y el
contenido de extractivo puede ser atribuida a la composicién quimica intrinseca de cada

especie y de cada extracto en particular.

El perfil de la actividad antifingica del extracto soluble en agua, sefiala que es el mas
tolerante a los microorganismos de prueba, posiblemente por las caracteristicas de la
composicion quimica de los extractos recuperados con este solvente; el agua fria y caliente
tienen la propiedad de remover y extraer una gran cantidad de materiales organicos
conocidos como azucares solubles del duramen, representados mayormente por arabinosa,
galactosa, glucosa, broteinas, trazas de xilosa y unidades de acidos glucurénicos entre otros
(Sarampas, 1982; Hillis, 1987. Sarampaa & Hol, 1989; Fischer & H&ll, 1991-92; Mage! et al.,, 1994; Gansert &
Sprick, 1998; Willfor et al., 1999), los cuales pueden ser facilmente metabolizados por los
microorganismos de deterioro de la madera y pueden estimular antes que inhibir el
crecimiento de los mismos (Zabel & Morell, 1992).

Los resultados resumidos en la Figura 3, indican que los extractos aceténico y etandlico
tienen la capacidad de extraer la mayor cantidad de compuestos toxicos del duramen de las
especies evaluadas. Estas observaciones concuerdan con los resultados obtenidos en
investigaciones previas en las cuales se demostré que los compuestos fungicidas presentes
en el duramen de diversas especies, son en su mayoria solubles en alcohol y acetona,

siendo compuestos hidrofobicos, de polaridad intermedia o compuestos poco polares (Walter
975; Liese 1975; French, et al. 1983; Li, et al. 19.95; Eloff, 1998).

Inhibicion de T. versicolor por los Extractives de la
Madera
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Figura 3. Inhibicién del crecimiento de los extractos recuperados asociado con Trametes versicolor.
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Los extractos etandlico y cetonico, fueron re-evaluados ocho dias después de obtener los
primeros resultados para verificar el resultado inicial y obtener una idea de la estabilidad de la
o las sustancias con actividad antifungica. Los resultados de estos ensayos fueron similares a
los presentados en la Tabla 2.

En la evaluacion in vitro de los extractos, se observo un marcado halo de color oscuro sobre
el medio de cuitivo, a pocos mm del inoculo de Trametes versicolor, el cual experimenté un
aumento de tonalidad a medida que aumentaba la concentracién del extracto en el medio, e
incrementaba su amplitud conjuntamente con el crecimiento del microorganismo. Este
marcado halo fue caracteristico en los extractos etandlico y cetonico de las especies
Algarrobo, Cartan y Zapatero, pero ausente en los extractos de las especies Puy y Teca. Este
comportamiento podria ser una reaccion enzimatica secretada por el microorganismo para
desarrollar resistencia a la efectividad del fungicida y adaptarse a los cambios generados en
el nuevo medio de cultivo (Evans, 1971; Erikson et al.; 1975, Kirk, 1975; Shnabel, 1981; Cerjesl, 1982;
Christine et al., 1991). La resolucion de este punto requiere de un estudio dirigido a identificar el
tipo de enzima secretada, la interaccion entre hongo-sustrato-enzima, e identificar el rol de
esas sustancias en la biodegradacion de la madera.

En la Figura 3, se observan variaciones sobre la actividad biologica de los extractos
acetonico y etandlico; estas diferencias muestran que el extracto en acetona presenta una
actividad biolc')gica4 menor, posiblemente debido a que la acetona como solvente tiene la
capacidad de disolver y extraer muchos compuestos lipofilicos como grasas, ceras, gomas,
resinas, acidos grasos, materiales colorantes, fenoles y compuestos hidrofilicos altamente
polares (Rindolf, 1965; River et al., 1994; Sutie & Osler, 1996; Eloff, 1998), los cuales pueden ser
facilmente asimilables por los hongos de prueba, de modo que la efectividad o accion de las
sustancias biol6gicamente activas presentes en este extracto se vean levemente retardadas

por la presencia de tales sustancias (compuestos menos activos en mayores proporciones).

En la Figura 4 se presenta el efecto fungicida de los extractos etandlicos de las 5 especies
evaluadas (al 0,05 %). En ella ée observa el orden decreciente de actividad de cada extracto;
mayores actividades fueron desarrolladas por los extractos de la madera de Puy, Cartan y
Teca, y las menores por extractos de madera de Algarrobo y Zapatero. Este mismo orden
decreciente fue observado en el extracto en acetona. En el extracto soluble en agua en
cambio, los extractos de la madera de Cartan, Puy y Teca presentaron mayor actividad

bioldgica frente a los hongos de prueba en comparacion a las especies Algarrobo y Zapatero.
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Actividad Antifungica del Extracto Etandlico
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Figura 4. Actividad antifiingica del extracto etanélico de las maderas ensayadas,
frente a los hongos de prueba, al sexto dfa de incubacion

Es sabido que la actividad fungicida de diversos productos naturales estraidos se rige por el
siguiente orden de componentes: fenoles > alcoholes > aldehidos > cetonas > éteres >
hidrocarburos (Kurita & Koike,1983; Abdelrhafour et al., 1993), asi, la actividad antifungica del
extracto etanélico en comparaciéon con los extractos acuoso y cetdnico, podria estar en
concordancia con la secuencia indicada, puesto que el etanol tiene la propiedad de extraer
compuestos ciclicos y aromaticos, principalmente fenoles, polifenoles y compuestos
relacionados (Sj6strém, 1981; Eaton & Hale, 1993 y River, et al., 1994), asi como fracciones de
lignina de bajo péso molecular (Rindolf, 1965; Pereira, et al., 1986), las cuales tiene una
marcada influencia en la durabilidad naturél de la madera (Erikson et al., 1990; Eaton & Hale,
1993; Singh & Kim, 1997). Por otra parte, la efectividad fungicida de un extracto puede deberse
en gran parte a Ié presencia de componentes minoritarios especificos, los cuales actuan
sinergéticamente con los compuestos mas activos, incrementando la efectividad de cada
extracto en particular (Abdelrhafour, et al., 1993).

Los extractos de todas las maderas evaluadas presentan actividad antifungica frente a T.
versicolory G. Trabeum, pero sélo los extractos etanodlicos y ceténicos recuperados de la
madera de Puy fueron los mas toxicos inclusive a niveles de concentracién mas bajos (0,05
%), con un porcentaje de inhibicion de crecimiento del 85 y 94 % respectivamente para G.
trabeum, y 78 — 83 % respectivamente para T. versicolor . Es importante resaltar que los
extractos recuperados de las especies Teca, Algarrobo y Zapatero nunca inhibieron

completamente el crecimiento de los hongos de prueba aun a los altos niveles de
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concentracion, aunque el extracto de la madera de Teca presentdé mayor toxicidad e

inhibicion que las especies Algarrobo y Zapatero.

Se destaca por su actividad fungicida, el extracto de la madera de Puy (Tabebuia serratifolia
(Vahl) Nicholson). Los resuitados de estas evaluaciones concuerdan con investigaciones
realizadas empleando diversas especies de la familia Bignoniaceae, pertenecientes a un
grupo conocido como Lapachol en el cual se incluye la especie puy (Dos Santos & Miller, 1992),
que demuestran que estas especies se caracterizan por poseer propiedades insecticidas,
antibacterianas, antifingicas, anticancerigenas, antitumorales, antiinflamatorias, y con
propiedades curativas para ulceras y gastritis entre otras (Girard, et al., 1987, Goel, et al., 1987;
Grazziotini et al, 1992. ), atribuidos a la presencia en el género Tabebuia de compuestos
conocidos comunmente como lapachol y sus derivados (quinonas de amplio espectro). La
presencia de sustancias biolégicamente activas en la madera de Puy, hacen de ésta una
fuente promisoria de posibles fungicidas naturales, por lo que amerita profundizar en el

aislamiento e identificacion de las sustancias responsables de dicha bioactividad.

I1.3.- Conclusiones

El etanol resultd ser el solvente mas eficiente en la recuperacion de los extractivos de la

madera en las especies evaluadas. En el caso particular de la madera de Zapatero el agua
mostré mayor capacidad de extraccion,

Aunque los extractivos recuperados del duramen de las especies latifoliadas empleando
acetona, etanol y agua, inhiben el crecimiento de los hongos de deterioro, los extractos

obtenidos con etanol presentan mayor toxicidad frente a estos microorganismos.

Frente a Gloeophyllum trabeum y Trametes versicolor, los extractos del duramen de las
especies Puy, Cartan y Teca mostraron mayor efectividad en la inhibiciéon del crecimiento de
los microorganismos indicados. El extracto soluble en etanol de la madera de Puy, destaca
por su superioridad en el control de los hongos causantes de la biodegradacion de la madera,

tanto a bajas como a elevadas concentraciones.

De los extractos recuperados en agua de la madera en las cinco especies evaluadas, sélo el
obtenido de la madera de Cartan resulté mas toxico para G. trabeum y T. versicolor. Los
compuestos hidrofilicos presentes en el duramen de la madera de las especies evaluadas,

muestran un minimo de efectos inhibitorios sobre los hongos que causan su deterioro.
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CAPITULO IV

Determinacién de la capacidad antifangica de los extractos etandlicos de
especies latifoliadas, en madera de Pino caribe

Generalmente las formulaciones de preservantes para madera consisten en una mezcla de
sustancia con propiedades fungicidas e insecticidas y de otros componentes minoritarios
como colorantes, dispersantes y aditivos repelentes al agua incorporados en la soluciones
(Murphy et al., 1995). Debido a la necesidad de optimizar el desarrolio técnico de los
preservantes de madera, existe paralelamente un gran interés en la proteccion del ambiente;
en este contexto, el propésito de este capitulo es el de evaluar la durabilidad inducida de la
madera de Pino _garibe, empleando preservantes de origen natural. Para el efecto se
consideraron ensayos con 12 semanas de duracidon de exposicion de las maderas con

durabilidad inducida a la accién degradante de los hongos Trametes versicolor y
Gloeophyllum trabeum.

IV.1- Materiales y métodos
IV. 1.1- Materiales
IV.1.1.a.- Preservacion de las probetas

Se empled el extracto etandlico de las especies Puy, Cartan y Teca para formular los
biopreservantes empleados en el tratamiento de las probetas, siguiendo el método de
preservacion Lowry modificado (sin vacio final). Las concentraciones ensayadas 0,2 %, 1 %y

2 % (p/v), se prepararon utilizando etanol (95 %) como solvente.

IV.1.1.b.- Bioensayo.

Para evaluar la capacidad antifiungica de los extractos obtenidos, se utilizé el ensayo de
durabilidad inducida de la madera de pino tratada con los biopreservantes obtenidos. Se
siguidé el método de “soill-block” basado en la norma ASTM D1413-76, sobre albura de la
madera de Pino caribe (Pinus caribasa var. hondurensis). Se utilizd un suelo forestal de las
cercanias del Laboratorio Nacional de Productos Forestales con las siguientes
caracteristicas: Textura franco, pH 5,67, CH: 55 %, capacidad de retenciéon de agua 40 %. Se
emplearon dos microorganismos de prueba: el hongo de pudricién blanca Trametes versicolor

(L:Fr) Pilat (FP-133255-R), y el hongo de pudricibn marrén Gloeophyllum trabeum (Fr.) Murr.
(Mad-617-R).

25



Tecnologla de Productos Forestales

IV.1.2.- Métodos
IV.1.2.a.- Preservacion de las muestras

Se trataron probetas de albura de Pino caribe, a tres niveles de concentracion del
biopreservante, partiendo de la concentracion minima inhibitoria del extracto de la madera de
Puy (especie biologicamente mas activa) y tomandola como punto de partida en la
formulacion de las soluciones preservantes, las otras dos concentraciones fueron de 5 y 10
veces el nivel de concentracioén inicial.

La madera de Pino caribe fue dimensionada a probetas de madera con dimensiones de 19 x
19 x 19 mm, denominados también mini-bloques, segun lo establecido en la norma ASTM
D1413 - 76. Se obtuvieron un total de 240 probetas. Se trataron 24 probetas por
concentracion y de cada extracto se ensayaron tres niveles de concentracion, resultando 72
probetas por cada extracto. Para cada hongo ensayado y cada concentracion se utilizaron 12
probetas, para obtener un disefio experimental que considere cuatro repeticiones y tres
periodos de observécién. Adicionalmente se seleccionaron 24 probetas como testigos, 12 de
las cuales fueron tratadas con una solucion de etanol y las otras 12 sin tratamiento, para
verificar el posible efecto que pudiera tener el alcohol empleado en el proceso de

preservacion sobre los microorganismos de prueba.

Todas las probetas fueron impregnadas mediante tratamiento por presidén, siguiendo el
procedimiento a célula vacia (Lowry) modificado. Para ello las probetas, previamente secas y
pesadas, fueron sumergidas en la soluclén preservante por espacio de 20 minutos y a
presién de 15 Kg/cm?. Al finalizar el tratamiento, se extrajeron las probetas de los recipientes
y se removi6 el exceso de preservante de cada probeta con un papel absorbente, luego se
pesaron para determinar por diferencia de peso la absorcion y retencion del biopreservante.
Seguidamente se colocaron en bolsas de polietiieno herméticamente cerradas, por un
periodo de 10 dias para permitir la fijacién del biopreservante dentro de la madera. Luego las
muestras se expusieron y secaron al ambiente durante cuatro dias y posteriormente en estufa

a 50 + 2 °C hasta obtener peso constante.

IV.1.2.c.- Bioensayo

En cada frasco de vidrio de 500 ml se vertieron 200 g de suelo seco al aire y 70 ml de agua
destilada con el objeto de llevar el suelo a 55 % de humedad. Luego en la superficie del suelo

se colocaron las placas de alimentacion obtenidas de la madera de albura de Pino caribe (4 x

26



Tecnologia de Productos Forestales

20 x 40 mm) y se esterilizaron durante 20 minutos en autociave a una temperatura de 120 °C
y 1 atm de presion.

Cada placa de alimentacion, previamente esterilizada, fue inoculada con el hongo de prueba,
para lo que se colocdé un segmento del micelio del hongo en el borde de cada placa de
alimentacion. Preparados estos frascos se incubaron hasta que fuera visible la colonizacion
de toda la superficie de la placa de alimentacion. Posteriormente se colocaron dos probetas
de la madera tratada con el biopreservante a ensayar sobre la placa de alimentacion y se
llevo a incubacién en un cuarto acondicionado a 26 +2 °C y 75 + 5 % de humedad relativa,

por un periodo de 12 semanas. El mismo procedimientos se utilizé para las probetas sin
tratamiento alguno.

Se realizaron observaciones cada 4 semanas, por un periodo de tres meses. Las
observaciones consistieron en la determinacién de la pérdida de peso de las probetas, por
accion de los hongos de prueba y la observacion visual del grado de ataque por los hongos..
Para el efecto, se extrajeron las probetas de las cuales se removi6 cuidadosamente el micelio

producido por el hongo y se secaron en estufa a 50 + 2 °C hasta obtener peso constante.

Los resultados obtenidos en la prueba de perdida de peso se analizaron estadisticamente
mediante el analisis de varianza y pruebas de regresion, utilizando un modelo estadistico

factorial 2 x 3 x 3 x 4 y con auxilio del paquete estadistico Minitab V10 para Windows.

IV.2.- Resultados y discusion
IV.2.1.- Retencion del Producto Quimico.

En el proceso de preservacion de las probetas de Pino caribe, se empled etanol como
solvente porque se considera que es el mas adecuado para la solubilidad del biopreservante.
El etanol ademas permite una adecuada distribucién de los componentes del biopreservante,
en términos de retencién y penetracion necesaria, ya que tiene la particularidad de dilatar la
pared celular de las fibras (u otros componentes estructurales) de la madera, facilitando su
deposicién en los espacios microcapilares de la pared celular (Kennedy, 1999).

Los niveles de retencién obtenidos en la madera de Pino caribe después del tratamiento con
los biopreservantes obtenidos de la madera de Puy, Cartdn y Teca, en sus diferentes
concentraciones, se presenta en la Figura 5. La retencion del producto fue calculada por

diferencia de peso al inicio y final del tratamiento preservante aplicado. Debido a que la
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madera de Pino caribe es muy permeable y facil de tratar, con todas las concentraciones

evaluadas se lograron elevadas retenciones y penetracion total y uniforme.

Retencién en Madera de Pino caribe

9613 9,312

Retencidn (kg/mB)

Puy Cartan Teca
Extractos de Madera

£00,20% 1% 2%

Figura 5. Niveles de retencién de la madera de Pino caribe tratada con extractos de
latifoliadas a tres niveles de concentracién

A medida que aumenta la concentracion del biopreservante, se incrementa el nivel de
retencion neta en la madera. Estos resultados pueden ser atribuidos a que a mayores
concentraciones de la solucion preservante (p/v), se incrementa la cantidad de los
ingredientes activos dentro de la madera, lo cual se refleja en un aumento de peso, cuando la

retencion se calcula por diferencia de pesos.

IV.2.2.- Observaciones macroscépicas

El hongo de pudricion marrén Gloephyllum trabeum cubri6 completamente la placa de
alimentaciéon e inclusive el suelo del ensayo, antes de dos semanas de incubacion. Sin
embargo, al colocar las probetas de madera preservada sobre los bloques de alimentacion, el
desarrollo miceliar del microorganismo, se vié disminuido, con un crecimiento poco uniforme y
muy fino, limitado principalmente a la base de las probetas. Este escaso crecimiento del
hongo sobre las probetas se observé durante los dos primero meses de incubacion; ya que
para el final del segundo mes se observé un crecimiento mas abundante sobre las probetas

aunque sin cubrir totalmente la probeta.

A diferencia del hongo de pudricién marrén, el crecimiento miceliar de Trametes versicolor
sobre las placas de alimentacién y el suelo, fue lento cubriendo el conjunto con un micelio
blanco, claro y escaso en 2 semanas de incubacion. Debe destacarse que, una vez
colocadas las probetas preservadas -sobre las placas, el micelio inici6, un crecimiento
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abundante y uniforme en la base y parte media de las probetas, logrando cubrir después de
seis semanas de incubacién con un micelio claro y completamente a aquellas probetas

preservadas con bajas concentraciones del biopreservante.

Si bien las probetas de Pino caribe tratadas y expuestas a la accién de G. trabeum no fueron
totalmente cubiertas por el micelio del hongo, aun al final del periodo de incubacién de 12
semanas, la pérdida de peso en todos los casos siempre fue superior que la obtenida con T.
versicolor. Estos resultados pueden atribuirse a tres aspectos: primero, la capacidad
degradante de los hongos de pudricion marrén sobre las coniferas, en comparacion con los
hongos de pudricion blanca (Kamden, 1994), segundo, la pudricibn marron tiene como
caracteristica producir un deterioro interno en las piezas de madera, observandose
superficialmente sanas, pero internamente deterioradas (Eaton & Hale, 1993); y tercero, desde
el punto de vista quimico las traqueidas de las coniferas se encuentran mayormente
constituidas por lignina del tipo guayacil, las cuales son relativaménte dificiles de degradar
por los hongos de pudricién blanca por lo que es poco frecuente la ocurrencia de hongos de

pudricion blanca sobre las coniferas (Blanchete et al. 1990; Eaton & Hale 1993).

En las muestras preservadas a concentraciones mas elevadas de cada biopreservante = (2
%), la cantidad de micelio desarrollado siempre fue menor que las observadas en probetas
preservadas a bajas concentraciones (0,2 % y 1 %). En lo que se refiere al desarrollo miceliar,
las probetas preservadas con el extracto de la madera de Puy a baja concentracion,
presentaron muy poco desarrollo miceliar‘y practicamente no apreciable en las probetas
tratadas con mas de 1 % de concentracién. El desarroilo miceliar fue observado mayormente
en las probetas preservadas con extractos de las maderas de Teca y Cartan. El efecto de los
biopreservantes fue evidente, tomando en consideracion el abundante y uniforme desarrollo

miceliar en las probetas de madera sin tratamiento alguno.

IV.2.3. - Pérdida de Peso

La pérdida de peso causada por T. versicolor fue en términos generales menor que la
causada por G. trabeum si se comparan los preservantes a la misma concentracion, Tabla 3,
lo que demuestra que los biopreservantes efectivamente inhiben a los basidiomicetes
ensayados. Los resultados obtenidos en la evaluaciéon de pérdida de peso en la madera de
Pino caribe, tratada a tres niveles de concentracion y empleando los extractos etandlicos de

las especies Cartan, Teca y Puy, bajo la accion degradante de T. versicolory G. Trabeum ,
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demuestran que después de 4 y 8 semanas de incubacion los hongos causaron una baja
pérdida de peso en todas las probetas tratadas (< 1 %), tanto a bajas como a elevadas
concentraciones, Figura 6.

Tabla 3. Pérdida de peso de la madera de Pino caribe asociada a G. frabeum y T. versicolor
durante tres meses de incubacién

Pérdida de peso causada | Perdida de peso causada

Biopreservante | Concen por por
obtenido de la { tracién { Gloeophyllum trabeum Trametes versicolor
madera de: % Mes Mes
1 2 3 1 2 3
0,2 0,51 0,79 | 31,61 1,10 1,56 | 26,83
Teca 1 0,42 0,57 | 2512 | 0,38 0,97 | 20,01

2 0,34 0,41 20,86 | 0,10 0,70 16,75
0,2 0,62 1,00 | 36,30 | 0,29 145 | 28,90
Cartan - 1 0,56 0,89 | 29,99 | 0,20 068 [ 2230

2 0,10 0,20 | 21,83 | 0,10 0,19 18,40

0,2 0,91 1,15 | 29,48 { 0,73 1,94 | 20,60
Puy 1 0,27 0,42 19,99 | 0,32 0,84 15,12
2 0,13 0,50 13,48 | 0,08 0,39 10,42

Al finalizar el experimento (12 semanas) subitamente las probetas perdieron mayor peso que
el observado durante las primeras semanas y esta pérdida fue de casi 10 veces la
experimentada en el primer mes; este fenomeno fue explicado por Cerjesi (1982) y Shnabel
(1981) quienes establecieron que los hongos son capaces de adaptarse a un nuevo y
especifico sustrato, si éste ha sido alterado, demorando algunas semanas en producir nuevas

enzimas capaces de actuar sobre el nuevo sustrato.

Perdida de Peso del Pino caribe Asociadaa T. versicolor y
G. trabeum

Perdida de peso (%}
N
[+

[ e TM’-{T;E REEREIEERER
Teca

Control Cattan Py

Trametes versk olor R Glosophy um trabeum

Figura 6. Perdida de peso de bloques de Pino caribe tratados con el extracto etanélico de diferentes
especies y expuestos a hongos de pudricién marrén y blanca.
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La capacidad inhibitoria de los biopreservantes fue comprobada por la comparacion con ias
pérdidas de peso de las probetas sin tratamiento alguno; la madera de Pino caribe sin
tratamiento puede perder hasta 30,1 % de peso con el hongo T. versicolor, y hasta 47,3 %
con G. tfrabeum.

Las diferencias en la pérdida de peso en funciéon del tiempo de incubacién se analizaron
estadisticamente y se obtuvieron diferencias altamente significativas (« = 0,05 y p = 0,000),
principaimente en la ultima semana de evaluacién. Se establecieron ademas diferencias
significativas entre las variables tiempo de incubacion, preservantes, hongos y concentracion;
el test de comparaciones multiples explicdé que las mayores diferencias resultan de incluir la
variable preservante en primer fugar y luego el tipo de hongo. De todos modos, entre los tres
extractos empleados como preservantes, estadisticamente no se observaron diferencias
significativas en las pérdidas de peso, a pesar de que el biopreservante obtenido de la
madera de Puy inhibié en mayor porcentaje la pérdida de peso (71 % para G. trabeum y 66
% para T. versicolor) en comparacion con los extractos obtenidos de las maderas de Cartan y
Teca. La variable concentracion del producto quimico (0,2 %, 1 % y 2 %), no presentd
diferencias estadisticas, por lo que es posible inferir que la diferencia de las medias de los
tratamientos se originé por efecto de los valores obtenidos con las probetas sin tratamiento
alguno.

Los resultados en pérdida de peso de la especie Pino caribe sin tratamiento (47,3 %) por
accion del hongo G. Trabeum, son similares a las pérdidas de peso en madera de Pinus sp.
después de 8 semanas de incubacion (Srinivasan et al., 1999) y en madera de Yellow pine
(De Groot et al., 2000). Con maderas de latifoliadas, las pérdidas de peso pueden llegar a ser
algo mayores, hasta un 50 % en madera de Populus tremuloides (Kamden, 1994).

Con respecto al hongo de pudricién blanca, T. versicolor, que caus6 una significativa pérdida
de peso sobre la madera de Pino caribe (30,1 %), los resultados obtenidos en este
experimento son algo diferentes a los obtenidos por Mora (1998) y Permadi et al., (1998),
quienes, empleando el mismo método de evaluacion, reportan perdidas de peso promedio de
12, 59 % y 40,4 %, para Pino caribe y Pinus merkusii respectivamente. Estas diferencias
podrian estar relacionadas con las caracteristicas quimicas en las maderas ensayadas y a las
cepas utilizadas.
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El extracto etandlico de las especies Cartan, Teca y Puy, mostré excelentes resultados en
pruebas de toxicidad in vitro, utilizando agar - extracto de malta a una concentracion de 0,2 %
(p/v); sin embargo, cuando este extracto se reintrodujo en la madera de pino, su actividad se
vio disminuida, posiblemente como consecuencia de lixiviacion y volatilizacién del producto y

la resultante interaccion extracto / madera (Eaton & Hale, 1993).

IV.3.- Conclusiones

Preservantes de origen natural, diferentes a los convencionales, inducen en la albura de Pino
caribe mayor durabilidad frente a los hongos tradicionalmente utilizados en la evaluacion de

la durabilidad de las maderas

Aunque los extractos de la madera de Cartan y Teca, empleados como preservantes para la
madera de Pino caribe, controlan el efecto degradante de los hongos de prueba, séio el

extracto obtenido de la madera de Puy aplicado al 2 % (p/v) logré la mayor proteccion, o
mejor durabilidad inducida.
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CAPITULO V

Actividad antifungica del extracto etandlico de la especie Tabebuia serratifoliay
de las fracciones aisladas

La resistencia natural al deterioro biolégico en muchas especies forestales se atribuye a la
presencia de ciertos metabolitos secundarios que poseen propiedades fungicidas, los cuales
se encuentran depositados en las fibras de la madera. En los capitulos anteriores (Capitulos
Iy IV) se ha determinado la efectividad fungicida del extracto etandlico de la madera de la
especie Tabebuia serratifolia frente a los hongos estandarizados Gloeophyllum trabeum y
Trametes versicolor. En el presente Capitulo se realiza el fraccionamiento y purificacion del
los metabolitos bioldgicamente activos presentes en la madera de Puy, empleando métodos
cromatograficos, ademas se evalla la actividad antifungica de las fracciones siguiendo la
metodologia descrita en el Capitulo lil.

V.1.- Materiales y métodos
V.1.1- Materiales
Vi.1.1.a - Madera

Se utilizaron 3 Kg de madera de duramen de Puy molido y tamizado (40-60 mesh),

extractores Soxhlet y 16 litros de etanol (95 %) para la recuperacién del extracto.

V.1.1.b - Fraccionamiento y Purificacion del Extracto

El fraccionamiento del extracto etandlico, se realizdé sobre una columna de vidrio de 120 cm
de longitud y 12 cm de diametro interno, conteniendo 1.800 gr. de silicagel 60 (120 -230
mesh). Para la elusién de las fracciones se utilizaron 4 litros de hexano, 4 litros de acetato de
etilo, 3 litros de etanol y 1 litro de metanol. La purificacion y aislamiento de la fraccion
biolégicamente activa, se realiz6 sobre placas cromatégraficas de vidrio para TLC (20 x 20 cm),

recubiertas con silicagel (3 mm de espesor).

V.1.2.- Métodos

V.1.2.a - Obtencion del Extracto.
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Los 3 Kg. de madera de Puy molida fueron colocados en extractores Soxhlet, para su
extracciéon con etanol (95 %) bajo reflujo durante el tiempo necesario para agotar
completamente el materia extraible. E! extracto obtenido fue filtrado y luego concentrado bajo
vacio a una temperatura controlada de 50 °C, hasta la obtencién de un residuo viscoso, el

cual se coloco en estufa a 50 + 2 °C hasta peso constante (variacién de 0,01 g), hasta la
obtencion del extracto sdlido.

V.1.2.b.- Purificacion y aislamiento del ingrediente activo

Cuantificado el rendimiento en la extraccion, el extracto sélido fue re disuelto completamente
en etanol (95%) y se anadieron 300 g de silicagel 60 para formar la cabeza de la columna,
luego se colocd en estufa a 50 + 2 °C, hasta obtener un material completamente seco.

Seguidamente se realiz6 el empacado en humedo de la columna cromatografica.

El fraccionamiento del extracto se realizé6 mediante la aplicacion de cromatografia liquida en
columna abierta con la aplicacion de vacio (Coll & Bowden, 1986; Pelletier et al.1986), iniciando
el gradiente de elusion con hexano (100%) y hexano-acetato de etilo de polaridad creciente (5,
10, 20...100 % AcOEt), para finalizar el fraccionamiento, se utilizaron 3 litros de etanol y 1 litro de
metanol (solventes de mayor polaridad) para limpiar la columna. Durante la elusién cada

fraccion fue recuperada por un litro de solvente empleado.

Las fracciones recuperadas se concentraron bajo presion reducida y luego se examinaron
mediante cromatografia de capa fina sobre silicagel G, utilizando cloroformo-acido férmico

(99:1). Las capas fueron observadas bajo luz UV (A 254 nm) y reveladas con acido sulfurico en
etanol al 10 %.

Las fracciones separadas se disolvieron en etanol, y para determinar su actividad antifingica
frente a los hongos estandar Gloeophyllum trabeum y Trametes versicolor, se utilizd el
método de dilucion en gel con inoculacién superficial en placa. La fraccion bioldgicamente
activa fue purificada mediante cromatografia de capa gruesa, en 4 recorridos con hexano-eter
etilico (4:1) y visualizadas bajo la luz UV (A 254 nm). Las sub fracciones resultantes se
evaluaron nuevamente frente a los hongos estandar de prueba, obteniéndose una nueva

fraccion bioloégicamente activa, la cual fue nuevamente cromatografiada por el método
descrito anteriormente.
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V.2.- Resultados y discusion

De los 3 Kg de madera de Puy, se obtuvieron 300 g del extracto seco, resultando un 10 % de
extractivos en etanol. Este extracto, que fue sometido a procesos de fraccionamiento y
purificacion, utilizando métodos cromatograficos conforme la secuencia presentada en la
Figura 7, resultd estar constituido por 17 fracciones. Los rendimientos obtenidos se presentan
en la Tabla 3, donde se puede observar que al tiempo de avanzar en el proceso de
fraccionamiento, entre las fracciones F-1 y F-5 no hay recuperacion de sustancias en el
extracto. Sin embargo, se observé un ligero aumento a medida que se avanz6 el proceso
desde la fraccion F-6 hasta F-9 (3.8% y 17.21% respectivamente). Las mayores proporciones se

obtuvieron entre las fracciones F-16 y F-17 (29.35% y 17.79% del extracto seco).

MATERIAL VEGETAL
3 Kg.

l

Extraccidn Soxhlet
(agotamiento)

Cromatografia de Columna
(sllicagel 60)

1 l 1 L L 1 1 K 1L
0 2 03 G G ] T ] 0 () [ ] ] ) (] ] [
|
l Fraccion mas Activa
I

| 1 |
[ Fsa ] LF;,ZJ l F83 |

Fraccidn mas Activa

|

Cromatografla sobre Placa
(purificacion)

| [ I ] | I [ 1 [ |
F82.1 || F822 || F8.2.3 || ¥824|] Fe2s || Fe2s|[ F82.7][ Fs28][Fs29 |[Fe210][Fs2.11

|

Fraccidn mas Activa

Figura 7. Esquema de fraccionamiento y purificacion del extracto dtanélico de la especie puy.

De acuerdo al gradiente de elusion utilizado, el mayor porcentaje del extracto (54,1 %)

corresponde a las substancias mas polares; de existir diferencias cuantitativas, éstas estan
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directamente relacionadas con las diferencias estructurales de los compuestos quimicos
recuperados en cada fraccion Fengel & Wegener, 1984; Jirgen et al., 1995; Ali- Shtayeh et al.
1998).

Tabla 3. Fracciones obtenidas en el extracto etandlico en la madera de Puy

Fraccion Solvente Peso (gr) %
F-1 Hexano 0 0
F-2 Hex-Acet (5%) 0 0
F-3 Hex-Acet (10%) 0 0
F-4 | Hex-Acet (20%) 0 0
F-5 Hex-Acel (30%) 0 0
F-6 Hex-Acet (40%) 11.41 3.8
F-7 Hex-Acet (50%) 13.90 4.6

F-8 | Hex-Acet (60%) 8.85 2.95
F-9 | Hex-Acet (70%) | 51.64 17.21
F-10 Hex-Acel (80%) 21.81 7.27
F-11 | Hex-Acet (90%) 13.06 4.35
F-12_| Acetato (100 %) 6.89 2.30

F-13_|Acetato (100 %) | _ 10.28 3.42
F-14 | Etanol (100%) 6.13 2.05
F-15_ | Etanol (100%) 556 1.90

F-16 Etanol (100%) 88.06 29.35
F-17 | Metanol (100%) 53.38 17.79

Total 290.95 97 %

Las fracciones en el extracto varian ampliamente en color y presentan una relacién directa
con la polaridad del solvente utilizado; con un incremento en la polaridad del solvente el color
de las fracciones cambia de ligeramente amarillo (F-6), a un color marrén intenso (F-16). La

cantidad de material extraible también aumenta desde 3,8 % en la fraccion F-6 hasta 29,35 %
en la fraccion F-16.

Todas las fracciones obtenidas se disolvieron completamente en un minimo volumen de
etanol y se ensayaron frente a los dos hongos estandarizados a una concentracién de 0,01 %
(p/v); los resultados de esta evaluacion se muestran en la Figura 8, donde se observa un
incremento en la actividad antifingica frente a ambos hongos, aproximadamente hasta la
fraccion F-8, con inhibicion en el crecimiento entre 86 y 77 %. A medida que aumenta la
polaridad de los solventes, en la fracciéon F-17 se observa una inhibicion del crecimiento del
hongo hasta menos del 6 %. Esta disminucién en la actividad antifungica puede ser atribuida
a la presencia de substancias altamente polares, las cuales se ha demostrado tienen baja

actividad sobre diversos microorganismos (Liese, 1975; French et al., 1983; Li et al., 1995).
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Actividad Fungicida de las Fracciones de la Especie Puy

55

Inhibicién de Crecimiento (%)

6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17
Fracclones
| ES)Gloeophylum trabeum W Trametes versicolor

Figura 8. Evaluaci6n de la actividad antifungica de las fracciones del extracto
etandlico de la especie Puy

La mayor actividad biolégica del extracto se encuentra en la zona central del proceso de
fraccionamiento, representando un 27,43 % del extracto seco. Las fracciones F-14 hasta F-17
que constituyen el 54.51 % del extracto presentaron minima actividad fungicida frente a
Gloeophyllum trabeum y Trametes versicolor.

A las 24 horas de la disolucién de todas las fracciones, se observo la formacion de solidos en
las fracciones F-6, F-7, F-8 y F-9. En las primeras tres fracciones el sélido presenté una
apariencia de polvo muy fino de color rosado en la fraccion F-6, de color crema en la fraccion
F-7 y amarillo verdoso en la fraccion F-8. Debe destacarse que la fraccién F-8 presentd la
formacion de dos sélidos distintos entre si; el polvo muy fino de color amarillo verdoso y

cristales de color amarillo marrén. La fraccion F-9 presento cristales amarillos.

La fraccién F-8 obtenida con la mezcla hexano-acetato de etilo (60‘%) como eluente, mostrd
la mayor actividad antifungica frente a G. trabeum y T. versicolor, posiblemente en ésta
fraccion se encuentra la mayor proporciéon y concentracion de las sustancias activas y que

podrian ser responsables de la durabilidad natural de la madera de la provienen.

Tomando en consideracion que la mayor actividad antifungica se presentaba en la fraccion F-
8, ésta se fracciond en tres componentes (sélidos F-8.1, F-8.2 y liquido F-8.3), que fueron

cromatografiados sobre placas de TLC. Se observé que cada componente fraccionado
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estaba constituido por mas de una sustancia, Figura 9. De estas tres sustancias, Ia fraccién
F-8.2 resulté ser la mas activa para ambos hongos, inhibiendo el crecimiento de los mismos

en un 88 % y 60 % respectivamente, Figura 10.

Figura 9. TLC de las sub-fracciones F-8 en hexano:eter (4:1)

Actividad Biolégica de la Fraccién F- 8

-

,/

100

inhibcion de Crecimiento (%)

F-82

Sub-fracciones

3G logophylum trabeum B Tram efes versk olor

Figura 10. Evaluacién de la actividad antifingica de las subfracciones F-8 del
extracto etanélico de la madera de Puy

La fraccién F-8.2, se purifico por cromatografia de capa gruesa preparativa, eluyendo en
cuatro recorridos con hexano — éter etilico (4:1). Al observar la placa cromatografica bajo UV,
se identificaron 11 subfracciones, cuyas actividades antifingicas se presentan en la Figura
1.
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Actividad Antifingica Fraccion F - 8.2

Irhbiciénde Crecimiento (%)
o B3N8 588 3888

Fracciores
B Gloeophyfum trabeum W Trameles versicolor

Figura 11. Evaluacién de la actividad antifingica de las sub. fracciones F-8.2 del
extracto etanélico de la madera de Puy

La purificacién y evaluacién antifingica de la fraccién F-8.2 indica que la subfraccién F-8.2.6
presenta la mayor actividad biologica frente a Gloeophyllum trabeum y Trametes versicolor

(80 % y 50 %), ademas de constituir aproximadamente el 80% de la fraccion F-8.2.

Los cristales de color amarillo de la fraccion F-9 se cromatografiaron sobre TLC y se verifico
que se trata de una sola sustancia, que fue evaluada en su actividad antifungica inhibiendo el
crecimiento de los hongos en un 75 % para T. versicolor y 87% para G. frabeum (0,005 %
p/v). Debido a esta alta actividad antifungica, esta sustancia fue analizada utilizando métodos
espectroscopicos (RMN, IR), resultando ser lapachol, cuyo espectro RMN 'H en cloroformo
deuterado (CDCl;), se presenta en la Figura 12. En este espectro es posible identificar 9
grupos de protones diferentes; las sefiales correspondientes a las absorciones a § 1,62 y &
1,76 representadas por un singulete cada una, corresponden a los grupos metil vinilicos de la
molécula (4’ y 5); en los campos mas bajos se identificaron como dobletes, las seiales a §
3,12 que corresponden a los hidrégenos metil alilicos (1'), en tanto que la absorcién a § 5,16
(2) corresponde al proton olefinico. Adicionalmente se identifico la sefial correspondiente a un
hidrégeno intercambiable (OH) a & 7,3 y por ultimo se identificaron las sefiales tipicas
correspondientes a los 4 hidrégenos aromaticos a 6 7,5 (6); & 7,6 (7); 8 8,01(5) y 6 8,1(8). La
estructurq ‘descrita corresponde al Lapachol. El resto de las sefiales corresponden a trazas de
impurezas. El Lapachol es un compuesto quimico comun en las maderas de diversas
especies de la familia Bignoniacea (Girard et al., 1987- 1988), y su nombre deriva de la madera
del arbol de Lapacho, nhombre comun de Tabebuia sp en Argentina. La actividad antifingica

del Lapachol ha sido previamente demostrada y aplicada en el érea de la salud publica, para
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lo que se emplean extractos de la madera de arboles del género Tabebuia, familia
Bignoniaceae, cuyos compuestos naftaquinénicos tienen propiedades terapéuticas y son
ampliamente utilizados en la formulacién de analgésicos, antifungicos, antiinflamatorios,
bactericidas, anticancerigenos y en el control de secreciones gastricas y ulceras (Kingston &

Rao, 1982; Goel et al., 1987, Girard et al., 1988; De almeida et al.,1990; Grazziotin et al., 1992).
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Figura 12. Espectro RMN 'H, del Lapachol

Para confirmar la presencia del Lapachol, se obtuvo el espectro de RMN C'® que presenta las
sefales correspondientes a los atomos de carbono que conforman la estructura de esta
sustancia, asi como las seflales caracteristicas de los dos carbonos metilicos y al final del
espectro los dos carbonos carbonilos. En la parte central se identificaron las senales
correspondientes a los carbonos del anillo aroméatico. La asignacioén correspondiente a cada
carbono se presenta en la Figura 13, que muestra el arreglo caracteristico de la estructura del
Lapachol. Este espectro se presenta en el anexo 2. También se efectud la espectroscopia
infrarroja del Lapachol; en el mismo se identifican las bandas de absorcioén caracteristicas de
las naftaquinonas y en la banda 3353 cm™ la sefal correspondiente al grupo hidroxilo (OH) y
a 1660 cm™ la sefial de absorcién caracteristica de la funcién carbonil quinona. Las otras

asignaciones de seflales se presentan en la Tabla 4 y en Anexo 3 se presenta el espectro IR
correspondiente.
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Figura 13. RMN C'° de la estructura del Lapachol

Tabla 4. Seflales del espectro infrarrojo del Lapachol

Vem™ Vem' Grupo
Tedrico Experimental Funcional
3600 3353 OH
3000 2971 C-H
1690 1661 C=0
1665 1639 C=0
1600 1593 c=C
1500 1389 Cc-C
1250 1221 c-C
800 755 Cc-O0

V.3.- Conclusiones

El extracto etandlico de la madera de Puy esta conformado por sustancias con composicion

quimica heterogénea y con actividad antifungica variada.

La combinaciéon de cromatografia de columna y cromatografia de capa fina y gruesa resulta
un método eficiente y fiable para obtener las fracciones con capacidad antifungica, que
sumada al empleo de técnicas de espectroscopia y RMN, han permitido el aislamiento e

identificacion del Lapachol presente en el extracto etanodlico de la madera de Puy.
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La mayor cantidad de compuestos con capacidad antifingica se Identificaron en la zona
central del proceso de fraccionamiento y purificacion del extracto. Esta capacidad antifungica

disminuye a medida que se emplean solventes mas polares.

La capacidad antifungica, de las diferentes fracciones presentes en el extracto etandlico de la
madera de Puy, posibilitan su uso potencial como fungicida de origen natural, cuya utilizacion
es posible para el control y prevencion de la biodegradacion de la madera de Pino caribe por
hongos de pudricién marrén y blanca.
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CAPITULO VI

Conclusiones y recomendaciones

Se ha logrado demostrar la potencialidad que tienen los extractos obtenidos de maderas
latifoliadas de elevada durabilidad natural para la preservacién de la madera de Pino caribe.

La efectividad de los extractos es una funcion del solvente utilizado para su obtencién.

El método de dilucion en gel, resultd adecuado para evaluar la actividad de sustancias
antifungicas, sin purificar, de origen natural y con caracteristicas fisico quimicas
heterogéneas, representando una alternativa simple, rapida y de bajo costo para evaluar un

gran numero de potenciales agentes para el control de los hongos que degradan la madera.

Considerando que los compuestos extraibles del duramen de maderas de elevada
durabilidad natural necesitan solventes poco polares o medianamente polares, como acetona
y etanol, este ultimo ha resultado ser el solvente que logra extraer la mayor cantidad de
compuestos con actividad antifungica. El etanol resulta asi un solvente suficientemente

efectivo para extraer la mayor parte de los componentes elementales que pueden actuar
como potenciales fungicidas.

El ensayo de la utilizacion de los extractos etandlicos de las especies Puy, Cartan y Teca,
para incrementar la durabilidad del Pino caribe, ha permitido demostrar que estas especies
contienen principios biologicamente activos contra microorganiémos causantes del deterioro
de la madera.

E! fraccionamiento y purificacion del extracto etandlico de la madera de Puy (Tabebuia
serratifolia) ha permitido determinar que la actividad fungicida se encuentra limitada a una
pequena fraccion (< 28 %) del extracto total, aspecto que debe ser tomado en consideracion
para evaluaciones posteriores, considerando que de otras especies del genero Tabebuia, han
sido ampliamente evaluadas, por su reconocida accion sobre diversos agentes patdégenos

para el hombre. El presente estudio confirma la potencialidad fungicida del extracto etanédlico
para microorganismos que deterioran la madera.

Los extractos solubles en solventes altamente polares como el agua, aportan un minimo de
efectos Inhibitorios sobre diversos organismos.que deterioran la madera, debido, a que el
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agua extrae mayores proporciones de compuestos constituidos principalmente por
carbohidratos solubles no estructurales, los que tienden a estimular mas que inhibir la accién

de los hongos de deterioro de la madera.

Estos resultados justifican el interés para continuar con los estudios biolégicos y para
promover la sintesis de sus componente y derivados en el futuro. Estos compuestos o
principios activos podrian ser empleados como biopreservantes a bajos niveles de

concentracion, con reducidos efectos en el ambiente o contacto con animales, por su origen
natural.

Al haberse confirmado que los extractivos en las maderas de elevada durabilidad
desempefian un rol importante en esta cualidad, se ha mostrado factible su utilizacién para
mejorar la durabilidad reducida que tienen especies de baja durabilidad natural, como el Pino

caribe. Es necesario sin embargo profundizar en el estudio de estos compuestos.

Desarrollados estos compuestos para la bioproteccion de la madera, es conveniente
profundizar en el estudio del posible mecanismo de fijacion que puede establecerse entre los

potenciales biopreservantes y la madera en los cuales se introducen.

Tomando en cuenta que los extractivos de la madera, con potencial antifungico estan
compuestos por un amplio numero de sustancias de diferentes clases, usualmente de bajos
pesos moleculares caracteristicos para cada especie, es necesario profundizar en la

identificacion y accion antifungica de cada uno de ellos y debe tratar de entenderse el grado
de sinergia existente entre los mismos.
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