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1. INTRODUCCION

En el siguiente texto se redacta el Trabajo Final de Grado requerido para
culminar la formacién como graduado en Ingenieria Técnica Forestal y del Medio
Natural por la Universidad Politécnica de Valencia (Espafia). Dicho trabajo ha
sido totalmente desarrollado y redactado por el alumno Manuel Rodriguez Molina
durante su beca de intercambio Santander I|beroamérica, en el Centro
Universitario de Tacuarembo (CUT), de la Universidad de la Republica (Uruguay).
Durante las siguientes paginas se aborda el estudio centrado en la durabilidad
natural de la madera de Eucalyptus bosistoana revisando y completando un
estudio realizado con anterioridad por el mismo Grupo Uruguayo I+D de Deterioro

y Proteccion de Maderas del CUT.

La madera es un material natural y renovable con gran importancia para
la sociedad. Desde los inicios de la humanidad, se ha empleado para diversas
actividades de gran relevancia en la evolucion y desarrollo tanto social como
econdmico. En la actualidad, la madera tiene un amplio abanico de aplicaciones.
Es el principal producto para la fabricacién de muebles y su uso como material
de construccion esta en pleno auge debido a sus excelentes propiedades
mecanicas, ademas de tratarse de un material obtenido de manera sostenible.
Histéricamente ha sido utilizada como una de las principales fuentes energéticas.
En la actualidad existe una recuperacion de este uso debido al desarrollo de
productos de alto valor energético anadido, como el uso de sus derivados en la
obtencién de biocombustibles, tras ser sometida a diferentes procesos
fisicoquimicos, para la produccion de pellets y briquetas. También cabe destacar
su importante presencia como material en el sector de los embalajes y transporte

de mercancias.



Debido a sus usos en muchas ocasiones encontramos madera expuesta
a una gran cantidad de factores que producen un deterioro lo cual devalua sus
cualidades en la gran mayoria de los usos nombrados. Estos factores estan
asociados a diversos tipos de organismos, como: bacterias, hongos, insectos o
taladros marinos. A pesar de que ninguna especie maderera es totalmente
resistente a estos ataques, existen algunas especies que presentan una alta
durabilidad natural. Algunas de estas especies muestran una mayor resistencia,
que dependiendo del factor que produzca el ataque, se mantendran las

propiedades de la madera (Ibanez et al., 2009).

En busca de conocer mejor la durabilidad natural intrinseca de la madera
y de los productos madereros, sin la necesidad de aplicar productos quimicos, se
ha llevado a cabo una serie de investigaciones que buscan conocer y clasificar
las especies de madera que poseen una mayor durabilidad natural. Por lo tanto,
antes de decidir si es necesario o no la aplicacion de productos que mejoran la
durabilidad se han considerar dos aspectos importantes. En primer lugar, es
importante conocer la durabilidad de nuestra madera frente al ataque de hongos
e insectos. En segundo lugar, es necesario conocer la permeabilidad de nuestra
madera a los liquidos. El primero de estos factores esta estrechamente ligado a
la composicidon quimica, y estructura del material maderero, entre otros factores,

mientras que el segundo depende de la estructura microscopica de la misma.

Se pueden diferenciar dos regiones dentro de un mismo tronco, la albura
y el duramen. Es importante conocer la existencia de estas regiones debido a
que entre ellas existen grandes diferencias tanto quimicas como fisicas que
afectan a la durabilidad natural y la facilidad de absorcion de productos quimicos,
la impregnabilidad. Por un lado, la albura es mas facilmente atacada por hongos
e insectos xiléfagos. Debido a sus caracteristicas fisicas, que buscan el

transporte de las sustancias en el interior del arbol vivo, la madera



correspondiente a la albura es mucho mas facil de impregnar. Por otro lado, la
madera de duramen, a pesar de presentar una dificil impregnacion, suele ser
mucho mas resistente a estos ataques. Por estos mismos motivos se denomina
durabilidad natural a la durabilidad que presenta la madera del duramen de forma

natural, sin aplicar ningun producto que busque mejorar esta misma.

La durabilidad natural es muy variable dentro de una misma especie
dependiendo de las condiciones ambientales en las que crecid el ejemplar, la
genética, la composicion quimica y una gran variedad de factores. Este estudio
se centrara en la madera de Eucalyptus bosistoana, ya que a pesar de no existir
mucha informacién sobre la especie, esta clasificada como “muy durable” o de
‘clase 17 (Thornton, et al., citado en Scheffer y Morrell, 1998). Este estudio,
basandose en ciertas normas, concluye que el material maderero de E.
bosistoana posee una alta durabilidad natural. En el presente trabajo buscaremos
conocer mas sobre esta durabilidad natural y dentro de los factores que podrian
considerarse causantes de esta, la relevancia del contenido de extractivos; para
ello se utilizaran diferentes técnicas para extraer, analizar y comprender los

extractivos de esta especie.

Para el estudio se utiliz6 la madera de un ejemplar de E. bosistoana
procedente del departamento de Cerro Largo, en el terreno perteneciente a la
Estacion Experimental Bernardo Rosengurtt de la Facultad de Agronomia de la
UdelaR (32°21'28"S; 54°26'11"W). El ejemplar objeto de estudio tiene una edad
aproximada de unos 56 anos y ha crecido en un suelo totalmente natural
destinado a un uso agroforestal. Con anterioridad, este mismo centro
universitario realizé un estudio similar, con la misma especie pero con edad y
condiciones de crecimiento diferente ya que se utilizaron dos ejemplares de E.
bosistoana de 50 y 22 afios de edad, el primero de ellos igualmente procedente

de la Estacion Experimental Bernardo Rosengurtt pero esta vez originario de una



zona forestada en los margenes de un tajamar construido con suelo de la zona
(32°20'51"S; 54°26'58"w), por lo que se presupone que las condiciones de
crecimiento y por tanto el contenido de extractivos seran diferentes en ambos
casos; por otro lado el ejemplar de 22 anos pertenecia a la Unidad Experimental
de Glencoe (32°0132,52” S, 57°0907,54” W, Paysandu, Uruguay), propiedad del
INIA (Instituto Nacional de Investigacidon Agropecuaria) crecido en suelo
basaltico. Los resultados que se obtuvieron en este estudio previo fueron
discordantes con los resultados de la bibliografia de ensayos similares con
especies de caracteristicas semejantes a las de este eucalipto, por lo que se
decidio repetir el estudio de forma mas completa con ejemplares con un

crecimiento mas cercano al que se presentaria en una plantacion forestal.

En resumen, este estudio tiene como finalidad conocer la influencia de
los extractivos, tanto polares como apolares, en la resistencia a la degradacién
producida por diferentes hongos de deterioro en la madera de E. bosistoana. Asi
conocer de qué modo intervienen los diferentes compuestos extractivos de esta

madera en su alta durabilidad natural.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. La madera

La “madera” fue definida como materia prima durante muchos anos
(Trendelenburg y Mayer-Wegelin, citado en Schweingruber y Buntgen, 2013), asi
como una reconocida fuente de energética de gran valor en diferentes
aplicaciones (Vorreiter, citado en Schweingruber y Blntgen, 2013). En botanica
y anatomia se describe la madera como el producto del crecimiento secundario
de la planta, crecimiento radial (Fengel y Wegener, citado en Schweingruber y
Buntgen, 2013).

En el afio 2000 mas de la mitad de la demanda maderera mundial era
usada como lefa, siendo aproximadamente un 75% en los paises en vias de
desarrollo. A pesar de estos datos, en los paises mas desarrollados este uso de
la madera no alcanza el 25% cobrando gran importancia la produccion industrial
de productos con valor anadido como madera aserrada, tableros o pasta de
papel. Por lo que se llega a la conclusion que la industrializacion de la madera es
una realidad para el desarrollo. En la grafica 1 se refleja la produccién industrial
de productos madereros de primera transformacion segun las diferentes zonas
geograficas (Vignote y Martinez, 2006). En el 2016 la FAO emiti6é un articulo en
el que se muestra como el consumo de madera industrializada, ha continuado
creciendo en regiones como, Europa o Asia. Mientras que el uso de madera como

combustible se mantiene constante a nivel mundial (FAO, 2016).
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Grafica 1: Produccién industrial de maderas en el 2000
(FAO, citado en Vignote y Martinez, 2006)

Debido al creciente porcentaje de madera procesada industrialmente
nace la necesidad de conocerla mejor, asi como sus caracteristicas positivas,
negativas y cdmo mejorar estas ultimas. Las componentes estructurales de la
madera son la celulosa, la hemicelulosa y la lignina. Estos dos ultimos
componentes se encuentran formando una matriz que rodea la estructura
formada por la celulosa y confieren a la madera unas caracteristicas propias

como material.

La celulosa es el principal componente de la madera, alcanzando valores
entre el 40% y el 44% del peso seco de madera, compuesta por unidades de
glucosa (C¢H,(05), unidas por enlaces glucosidicos f — 1 — 4(dos unidades de
glucosa forman un disacarido celobiosa). El grado de polimerizacion puede llegar
hasta los 30.000, equivalente a una masa molecular de orden 2,3 millones.
Debido al tipo de enlace que une las moléculas de glucosa, la celulosa, tiene una

forma lineal, estabilizada por una gran cantidad de puentes de hidrogeno. Forma



grupos fibrosos de 40-70 moléculas de un espesor entre 3,5y 7,5 nm y una
longitud de varios um. Estas moléculas estan orientadas longitudinalmente, de
manera que forman un agregado cristalino muy fuerte. Estas agrupaciones de
moléculas, no estan unidas covalentemente, ya que solo se encuentran unidas
por puentes de hidrogeno, que aunque muy débiles individualmente por su
elevado numero aportan una estructura de gran firmeza a las estructuras de
celulosa. La estructura cristalina de la celulosa ha sido estudiada por diferentes
técnicas, como difracciéon de Rayos X y otros métodos basados en la absorcion
de luz infrarroja polarizada, estos estudios han dado como resultado que la
estructura de la celulosa presenta un alto grado de cristalinidad, aunque inferior
al 100%, dependiendo del origen. Cuanto mayor es la densidad, mayor es el

grado de cristalinidad (Sjostrom, 1993).

Las hemicelulosas son polimeros de bajo peso molecular, compuestas
principalmente por hexosas pentosas o subunidades de acido urénico, en
proporciones variables dependiendo de la especie. Estos compuestos se
encuentran asociados a la celulosa, mediante interacciones polisacarido-
polisacarido. El contenido de poliosas varia radialmente en el interior del tronco,
presentdndose en mayor proporcidon en la parte central, existiendo una
variabilidad en la composicion de azucares. El tipo de hemicelulosas presentes
en la madera varia segun la especie, edad, parte del arbol, etc. Las hemicelulosas
se encuentran a lo largo de toda la pared celular y tienen como principal funcion
ser el intermediario entre la celulosa y la lignina, y posiblemente facilitar la
insercion de las microfibrillas. Existe una fuerte adhesion entre la hemicelulosa y
la celulosa, fortalecida por los puentes de hidrégeno y las fuerzas de Van der
Walls. Estos polimeros son de gran importancia en la fabricacién de pulpa, ya

que aumenta el rendimiento y la resistencia del papel (Sjostrom, 1993).



La lignina es una macromolécula de la madera, formada por la
polimerizacion deshidrogenativa al azar de alcoholes para-hidroxicinamicos, en
una reaccion catalizada por enzimas via radicales libres. Forman un polimero
aromatico, heterogéneo y ramificado. Aproximadamente un cuarto del peso de la
madera seca es la parte correspondiente a las ligninas (Rayner y Boddy, citado

en Mora y Encinas, 2006).

Dentro de un mismo arbol existen dos regiones muy diferenciadas. En la
parte mas externa se encuentra la madera de albura, que suele ser mas palida.
Mientras que en el interior encontramos la madera de duramen, a menudo mas
oscura. La albura es la parte del tronco en la que tiene lugar el flujo de savia en
el arbol vivo. A medida que el ejemplar crece los anillos mas internos se
transforman en duramen, mediante el proceso denominado duraminizacion. El
duramen tiene propiedades que pueden influir significativamente en el uso final
del producto. Entre ellos, destaca la mayor durabilidad, ya que presenta mejor
resistencia al deterioro por insectos, perforadores marinos y microorganismos
(Taylor et al., 2002).

2.2. Durabilidad Natural:

Algunas especies vegetales han evolucionado para producir compuestos
denominados extractivos, capaces de proteger la madera de agentes bidticos.
Estos extractivos son considerados la principal fuente de resistencia a la
descomposicion de la maderera. Estos compuestos se producen durante la
formacion del duramen, con la muerte de las células de la zona interior de la
albura. Durante este proceso tienen lugar una serie de reacciones en la que los
azucares almacenados y el almidon se transforman en una serie de compuestos
con caracteristicas fungitoxicas que constituyen el nuevo duramen. Sin embargo,
la albura de casi todas las especies carece de durabilidad natural (Toole, Eslyn y

Highley, citado en Scheffer y Morrell, 1998). La resistencia a la descomposicion



varia entre las especies, individuos de una misma especie e incluso en las
diferentes partes de un mismo arbol (Scheffer y Cowling, citado en Kirker et al,
2013).

Zabel y Morrell (1992) definen la “durabilidad” de la madera como la
capacidad intrinseca del material para resistir el desgaste debido al ataque de los
hongos xil6fagos, bacterias, insectos y perforadores marinos, asi como el

producido por causas quimicas, mecanicas o0 por exposicion a la intemperie.

En muchos paises se ha realizado una clasificacion de las diferentes
especies de madera teniendo en cuenta su resistencia a la descomposicion. En
el ya citado Natural Durability of Wood de Scheffer y Morrell (1998), se realiza
una clasificacion de las especies mediante evaluaciones en cultivo puro y
pruebas de campo. Las pruebas de campo se realizan bajo condiciones naturales
con alta variabilidad, lo cual dificulta en gran medida la comparacion entre los
diferentes ensayos. Mientras que los resultados obtenidos mediante pruebas en
laboratorio son mas faciles de controlar. Aun asi, existen variaciones en las cepas

de los hongos o las técnicas utilizadas, lo cual puede influir en los resultados.

Tras someter las muestras a los diferentes ensayos los autores evaluaron
la pérdida de peso de la madera siguiendo los criterios de la American Society
for Testing and Materials Standard D2107 (American Society for Testing and
Materials, 1993). Con los resultados obtenidos, se clasifican las distintas
especies madereras de acuerdo a una escala de cuatro niveles: 1 = muy
resistente, 2 = resistente. 3 = moderadamente resistente y 4 = no resistente o

perecedero.

En la publicacion se adjunta una tabla en la que se contemplan las

categorias en las que se clasifican una gran cantidad de especies de madera. A



continuacion, se presenta una extraccion de la misma en la que se observa

algunos tipos de madera de eucalipto.

ESPDECIES DECAY AREA LAB. TEST FUENTE
Eucalyptus sp. 4 AS F Tewari 1978
E. bosistoana 1 AS F Thornton et al. 1993
E. camaldulensis 2 AS F Thornton et al. 1993
E. globulus 3-4 AS F Chudnoff 1984,
Thornton et al. 1993
E. grandis 4 AS F Thornton et al. 1993
E. viminalis 4 AS F Thornton et al. 1993

Tabla 1: Lista de verificacion de la durabilidad natural (Scheffer y Morrell, 1998).

Existe una variacién en la resistencia al ataque de hongos entre los
diferentes tipos de madera, a pesar de que no existe ninguna madera totalmente
inmune a este tipo de ataque. Estas diferencias se deben en gran medida a la
variacién en el contenido de extractivos con capacidades fungitéxicas. Por lo
general un mayor contenido de extractivos conlleva una mayor resistencia
(Pometti et al., 2010). Como se ha explicado con anterioridad, estos extractivos
toxicos suelen depositarse en la madera durante el proceso de duraminizacion,
ya que las células parenquimaticas de la albura poseen altos niveles de
extractivos en forma de carbohidratos transportados por las células vivas, los
cuales se transforman en compuestos fendlicos en la zona de transicion albura-
duramen. Estos metabolitos toxicos se acumulan hasta producir la muerte celular,
lo que conlleva a la duraminizacion; estos extractivos se depositan en las paredes

celulares de traqueidas, fibras y vasos (Murace y Spavento, 2014).

Esta toxicidad se debe a la capacidad de formacién de puentes de
hidrogeno con las proteinas bacterianas, lo que las desactiva (Vijayaraghavan y

Ramanujan, 1999). Estos autores demostraron un mayor efecto fugitoxico de los
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taninos hidrolizables frente a los taninos condensados. Por otro lado, muchos de
los hongos patégenos de las plantas segregan encimas como celulasas y
lignasas, capaces de romper los tejidos. En este caso los taninos actuan como

inhibidores enzimaticos, complejandose con proteinas para bloquear su accion.

Existen diferentes métodos para la extraccion en madera, lo mas utilizado
son métodos de extraccion asistidos por ultrasonido o sistema Soxhlet, la técnica
mas aceptada. Las técnicas de extraccion Soxhlet generalmente estan bien
establecidas y presentan un rendimiento mayor a otras técnicas de extraccion
convencionales (Luque de Castro y Garcia-Ayuso, 1998). Otro método de
extraccion es el que denominaremos extraccion en “Bafio Maria”, este método
de extraccion consiste en la inmersion de las muestras en el disolvente, a una
temperatura determinada y manteniendo una agitacién constante durante todo el

proceso (Santos, 2013).

Los extractivos de la madera estan compuestos por diferentes
compuestos: terpenoides, esteroides, grasas, ceras, constituyentes fendlicos y
componentes inorganicos. De especial interés para este estudio son los
componentes fendlicos, estos se encuentran en mayor cantidad en el duramen,
se han identificado miles de compuestos fendlicos siendo los grupos mas
importantes: estilbenos, lignanos, taninos hidrolizables, flavonoides y taninos
condensados. Todos estos poseen propiedades fungicidas que aportan

proteccidon ante el ataque de diversos organismos (Sjostrom, 1993).

2.3. Agentes de degradacién de la madera

Al tratarse de un material organico, la madera presenta una alta
susceptibilidad a ser degradada por una amplia variedad de agentes biolégicos,
tales como hongos, bacterias, insectos o perforadores marinos. De estos agentes

biodegradantes, los hongos se consideran de mayor interés, ya que son capaces
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de degradar enzimaticamente alguno o todos los componentes estructurales de
la madera (celulosa, hemicelulosa y lignina). Los diferentes tipos de pudricién son
considerados una de las principales causas de biodeterioro, ya sea en madera
en contacto con el suelo, expuesta a la intemperie 0 en condiciones con riesgo

de humidificacion (Mora y Encinas, 2006).

Los organismos pertenecientes al reino Fungi, hongos, son organismos
heterétrofos que no poseen clorofila, por lo que son capaces de vivir en la
oscuridad y basan su nutricidon en materias organicas ya existentes, las cuales
son absorbidas por estos mediante hifas del medio en el que crecen (Piché,
citado en Mora y Encinas, 2006). Los hongos xiléfagos, son los hongos capaces
de degradar y nutrirse de la madera, requieren ciertas condiciones como una
humedad en la madera entre 18 y 55%, una temperatura ambiente
preferentemente entre 18 y 28 °C, extractivos de la madera, radiacion luminica
baja y la albura es mucho mas susceptible a ser degradada debido a sus

caracteristicas morfologicas (Mora y Encinas, 2006).

La descomposicion que producen los hongos en la madera es uno de los
factores mas importantes en lo referente a la durabilidad de la madera. En
algunos casos, la capacidad intrinseca de la madera a resistir la descomposicion
producida por estos hongos, es considerada sindbnimo de la durabilidad de la
misma. Existen tres clases de descomposicién o podredumbre: blanda, marrén o
parda y blanca, siendo las dos ultimas las mas interesantes para el estudio. Por
un lado, en la pudricion parda los hongos consumen principalmente los
carbohidratos, mientras que la pudricidon blanca descompone principalmente la

lignina (Tsoumi, citado en Pometti et al., 2010)

Para el desarrollo de este estudio se utilizaron cuatro hongos diferentes,
dos de ellos causantes de podredumbres blancas y otros dos de podredumbres

pardas, buscando someter las muestras de madera a diferentes tipos de ataque.
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Pudiendo evaluar asi la durabilidad natural de la madera de E. bosistoana ante

multiples formas de degradacion.

Por un lado, se utilizaron Coriolus versicolor y Pleurotus ostreatus, dos
Basidiomycetes causantes de podredumbre blanca. Esta podredumbre se
caracteriza por la degradacion casi total de la lignina y la degradacion parcial de
la celulosa y hemicelulosa. Las hifas de estos hongos crecen en la superficie
interna de las paredes celulares, presentando un ataque inicial a través de los
radios del parénquima y los diferentes vasos; posteriormente pasan de una célula
a las adyacentes a través de las punteaduras. Las hifas se extienden mas alla de
los lumenes secretando metabolitos enzimaticos, o no, en busca los nutrientes
producidos tras la degradacioén de la pared. A simple vista, el ataque puede pasar
desapercibido en sus primeras fases, posteriormente aparecen cambios en el
color y en el peso. A nivel macroscopico la descomposicion es progresiva y
uniforme, mientras que a nivel microscopico se puede apreciar el afinamiento de
la pared de un modo no uniforme. Tedricamente estos hongos son los unicos
capaces de producir una degradaciéon completa de la madera, ya que son los
unicos capaces de degradar la lignina junto al resto de componentes de la pared
celular. Su sistema ligninolitico esta constituido por peroxidasas (manganeso y
lignino peroxidasa) y fenoloxidasas (lacasas), que juntas son capaces de
mineralizar la lignina (Pointing, citado en Ibafiez et al., 2009). La degradacion de
la lignina permite a estos hongos tener acceso a la celulosa y hemicelulosa, sus

verdaderas fuentes de carbono y energia (Ibafez et al., 2009).

Por otro lado, también se utilizaron los Basidiomycetes Gloeophyllum
trabeum y Laetiporus sulphureus, ambos hongos de pudricion marrén. En este
caso se degrada de manera rapida la celulosa y la hemicelulosa, siendo capaces
de modificar la lignina sin llegar a producir la mineralizacion de la misma. La

colonizacién de la madera por parte del hongo se inicia de manera similar a la
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producida por los hongos de pudricion blanca, penetrando por las estructuras
abiertas y cruzando entre las células a través de las punteaduras, inicialmente
las hifas penetran en el sistema celular axial (traqueidas y fibras) y radios. Al
avanzar la invasion se segregan una serie de metabolitos enzimaticos y no
enzimaticos que comienzan a degradar la pared; estos metabolitos se encuentran
en el interior de la vaina hifal. En los estados iniciales la madera se encuentra
estructuralmente intacta, pero con el avance del ataque empieza a producirse
una disminucién volumétrica que conlleva a la aparicién de grietas de contraccion
en direccion a las fibras y los radios lefiosos. En los estados mas avanzados y al
secarse la madera, con la pérdida de carbohidratos aumenta la contraccion,
perdiendo rapidamente las propiedades mecanicas. Como resultado del ataque
queda un residuo en forma de polvo pardo rojizo de una granulometria muy fina,
el cual se corresponde a la lignina quimicamente modificada que no ha podido
ser degradada durante el proceso. A nivel microscépico, el ataque de hongos de
pudricién parda en latifoliadas, presenta una destruccion de la pared secundaria,
dejando como resultado un material residual sin fuerza para mantener la forma

original, debido al afinamiento de la pared (Ibafez et al., 2009).

2.4.Eucalyptus bosistoana

El género Eucalyptus es un género de arboles y arbustos de
perteneciente a la familia Myrtaceae (Mito), principalmente procede de Australia,
aunque podemos encontrar algunas especies nativas de Nueva Guinea,
Indonesia y Filipinas. Existen mas de setecientas especies pertenecientes a este
género. Se trata de un género con una gran importancia industrial debido a sus
multiples usos en la industria maderera, papelera, aceites esenciales y fines
decorativos Existe una amplia variedad en las especies del género, arbéreas o
arbustivas, hoja perenne (mayoria) o hoja caduca. Aunque todas tienen

caracteristicas similares como follaje con alto contenido en aceites y capullos
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florales con formas cénicas cubiertos por membranas en forma de copa, llamado
opérculo o calipto, que cae con el crecimiento de la flor (Salem Press
Encyclopedia, 2018).

Mientras que en Australia los eucaliptos ocupan cerca del 75% del
territorio; en Asia, Estados Unidos, América del Sur y Europa el eucalipto es
utilizado en plantaciones que buscan su aprovechamiento, ya sea para la
obtencién de madera, aceites esenciales o con fines decorativos. Es de especial
interés el uso de este género debido a su rapido crecimiento y capacidad de
crecimiento en suelos pobres o erosionados, asi como en areas encharcadas. A
pesar de estos aspectos positivos el cultivo de eucalipto se encuentra en una
situacidon controvertida, debido a que en ocasiones puede considerarse como
especie invasiva y de especial peligro ante incendios por generar residuos
combustibles como restos de corteza, restos de autopoda o aceites esenciales
(Salem Press Encyclopedia, 2018).

En concreto este estudio se centrara en la durabilidad natural de la
madera de Eucalyptus bosistoana. Esta especie se distribuye de forma natural
en las regiones centro-este y sur de Australia en zonas costeras desde los 0 a
los 300 m sobre el nivel del mar. Para su 6ptimo crecimiento requiere de climas
templado-frios con temperaturas maximas comprendidas entre los 20 y 29 °C y
minimas de entre 1 y 6 °C, tolerando algunas heladas ocasionales; con una
precipitacién entre 700 y 1200 mm al afio (FAO, Boland et al., citado en Brussa,
1994).
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llustracion 1: Distribucion natural de E. bosistoana
(Australasia Virtual Herbarium, 2018)

El E. bosistoana presenta preferencia por suelos de buena calidad,
suelos limosos profundos sobre piedra caliza, siendo capaz de soportar periodos
de anegamiento y sequias. Se suele encontrar en masas multiespecificas junto a
otras especies de Eucalyptus o formando pequefios bosquetes monoespecificos.
Tiene un buen desarrollo en areas abiertas o a lo largo de pequefias planicies de
rios (Boland et al., 2006). Por lo que muestra un buen crecimiento en la zona de

origen a pesar de no encontrarse en su 6ptimo ecoldgico.

La madera de E. bosistoana es considerada como dura, resistente y muy
duradera. El duramen de esta especie presenta un color marrén palido, su textura
es fina y uniforme; se trata de una madera muy densa, por lo que es muy dificil
de trabajar. Es empleada en trabajos de construccion pesada, postes de madera

y durmientes (Wood Solutions, 2018).
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2.5. Ejemplar de estudio

En el estudio previo realizado en nuestro laboratorio por el Grupo de
Deterioro y Proteccion de Madera, se evaludé la durabilidad natural de E.
bosistoana de diferentes edades y procedencias. Por un lado, se trabajé con
madera de duramen de arboles procedentes de la Unidad Experimental de
Glencoe propiedad del INIA (Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria)
con 22 anos de edad crecidos sobre un suelo de basalto, con deficiencias que
impidieron un crecimiento de buena calidad. Por otro lado, se utiliz6 madera de
duramen de arboles procedentes de la Estacion Experimental Bernardo
Rosengurtt; Facultad Agronomia UdelaR, crecido en los margenes de un tajamar
construido con material del suelo cercano, un suelo arcillo-limoso de buena
calidad y condiciones de crecimiento. Luego se quitaron los extractivos de ambas
maderas con etanol, y se ensayd su durabilidad natural frente a hongos de
pudricién. En ambos casos se obtuvieron resultados contrarios a lo recopilado
por la bibliografia, ya que en esta se refleja cdmo a mayor presencia de
extractivos en la madera mayor sera su resistencia frente al ataque de hongos,
mientras que los ensayos mostraron un mayor ataque por los hongos en las
probetas que no habian sido sometidas a ningun proceso de extraccion y por lo

tanto todos sus extractivos estaban presentes durante el ensayo.

En el presente ensayo, se utiliz6 madera de arboles procedentes de la
Estacion Experimental Bernardo Rosengurtt de la Facultad de Agronomia de la
UdelaR en el departamento de Cerro Largo en las proximidades a la coordenada
geografica (32°21'28"S; 54°26'11"W). Plantados a partir de semillas procedentes
de un ensayo de introduccién de especies instalado en 1959 a partir de semillas
obtenidas en Nueva Gales del Sur (Australia) con una edad aproximada de 56
anos en el momento de su corta en agosto de 2018, habiendo crecido en un

bosquete multiespecifico ubicado en la Estacion Experimental Prof. Bernardo
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Rosengurtt (Bafiados de Medina, Cerro Largo), en suelo y condiciones similares

al ejemplar de la misma parcela empleado en el estudio previo.

llustracion 2: Mapas de situacion.

2.6. Hipétesis de trabajo.

La durabilidad natural de la madera de una determinada especie
depende diversos factores, tales como la relacion albura / duramen, composicion
quimica, contenido de extractivos, lugar uso final, tipo de organismos atacantes
y el contenido en humedad de la madera (Ibanez et al., 2009). Dentro de estos
factores uno de los mas importantes, que podrian tener un rol fundamental, son
los extractivos fendlicos. Dentro de ellos, los taninos presentes en la madera, que
funcionan como defensa del arbol frente al ataque de microorganismos debido a
su toxicidad, mantienen esta propiedad de proteccion en la madera en servicio.

Por lo que si son extraidos de la misma, disminuye su durabilidad frente a hongos.
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2.7. Objetivo del estudio

2.7.1. Objetivo general

Estudiar la influencia de la actividad funguicida de los extractivos de

Eucalyptus bosistoana en la durabilidad natural de la madera.

2.7.2. Objetivos especificos

Analizar el efecto de los extractivos presentes en el duramen de
Eucalyptus bosistoana sobre la alta durabilidad natural de esta especie

maderera, frente a hongos descomponedores.

Conocer la capacidad funguicida de los extractivos de Eucalyptus

bosistoana, sobre hongos descomponedores de madera.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Madera a ensayar:
3.1.1. E. bosistoana

3.1.1.1. Caracteristicas de los arboles

Para este estudio se utilizd madera procedente de los primeros tres
metros de fuste, buscando una mayor rectitud y evitando, en la medida de lo
posible, la presencia de ramas, consiguiendo una mayor homogeneidad del
material maderero. Estos tres metros se seccionaron en trozas de un metro para
facilitar su transporte, ya que se trata de una madera de alta densidad y por lo

tanto dificil de manipular.

El suelo en el que crecieron los arboles, esta clasificado como 6. Vs
siguiendo la clasificacion de productividad CONEAT. Lo que, segun la
descripcion de estos indices realizada por el Ministerio de Vivienda,
Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, equivale a suelos formados por
colinas de origen sedimentario sin presencia de rocas, con pendientes
comprendidas entre el 10 y el 14%, predominantemente formados Litosoles
Subéutricos Melanicos, con una textura franco limosa, color oscuro, con buen
drenaje y fertilidad media. Suelen estar asociados a Brunosoles Eutricos Luvicos,
Tipicos (Praderas Negras), de profundidad moderada, de caracteristicas

similares, pero mas fértiles.
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3.1.1.2. Corte de probetas

Las tres trozas de E. bosistoana se enviaron al carpintero a quien se le
encomendd el trabajo de corte de las probetas siguiendo las restricciones
requeridas por las normas utilizadas. A pesar de que en el presente estudio esta
basado en la norma europea EN113 (1996) que emplea probetas de
dimensiones: (50 + 0.5)mm x (25 + 0.5)mm x (15 + 0.5)mm, se modificaron las
dimensiones de las mismas, que se sustituyeron por las empleadas en la norma
estadounidense AWPA E10-16 Laboratory Method for Evaluating the Decay
Resistance of Wood-Based Materials Against Pure Basidiomycete Cultures:
Soil/Block Test (American Wood Protection Association, 2016) siendo estas
probetas cubicas de 20 mm x 20 mm x 20 mm, cortadas siguiendo la direccion
de los tres planos de la madera (tangencial, radial y transversal). Al disminuir las
dimensiones de las probetas manteniendo las direcciones de corte, se espera
detectar mejor el dafo, para un tiempo de cultivo ligeramente menor al
correspondiente a las probetas de mayor tamafio. Dado que se esta testando la
durabilidad natural de la madera, es fundamental que la madera corresponda a

la parte del duramen.

3.1.1.3. Marcado y toma de medidas

Una vez recibidas las probetas se numeran utilizando un marcador
indeleble por una de sus caras y un lapiz de grafito en la cara opuesta,
previniendo la posibilidad de que se borraran las marcas. Ya que la madera es
un material altamente higroscépico, una vez marcadas se introdujeron en una
camara de acondicionamiento a 25 °C y 75% de humedad, buscando mantener

un contenido de humedad homogéneo entre las diferentes probetas.
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Para la caracterizacién de las probetas se tomaron las medidas en las
tres dimensiones de estas, con un calibre manual “MITUTOYO’ ’con una
precision de 0.05 mm. Luego se procedio al pesado de las probetas mediante el
uso de una balanza de precision “"SHIMADZU ATX224”, con un error de 0.0001
g. Teniendo en cuenta los datos obtenidos se calculé la densidad de las
muestras. Se utilizaron para el ensayo, aquellas probetas que no diferian mas de
un 15% del valor medio de densidad. Esa densidad corresponde a un contenido
de humedad inicial, que fue determinado en paralelo a partir de dos probetas que
se retiraron del ensayo y se llevaron a estufa a 100 + 2 °C, y se secaron hasta

peso constante.

llustracion 3: Calibre de precision 0.05 mm y Balanza de precision 0.0001 g

(Imagenes de autor)
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3.1.2. Especies de control y de referencia.

Paralelamente se realizé el mismo procedimiento con probetas de otras
dos especies de Eucalyptus: E. camaldulensis y E. grandis. Estas dos especies
son utilizadas como referencia y como control del ensayo respectivamente, ya
que de ambos se conoce la resistencia frente a los hongos utilizados, al mismo
tiempo que en el propio Laboratorio Forestal del CUT se ha trabajado con ellas

con anterioridad.

3.2. Extracciones

Se utilizaron dos métodos diferentes para quitar los extractivos de la
madera. Por un lado, se realizd una extraccién solido-liquido a partir de polvo de
madera en equipo Soxhlet, cuyo extracto se utilizé para cuantificar los polifenoles
y taninos, para el analisis por FTIR, y para conocer el porcentaje relativo de los
extractivos con base en madera seca, en las especies madereras en estudio. Por
otro lado, se realizaron extracciones con diferentes solventes a las probetas que
posteriormente se ensayaria la durabilidad natural de la especie, analizando el

efecto sobre esta de las extracciones.
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3.2.1. Extraccion en polvo de madera

Se extrajo sobre polvo de madera, de granulometria muy
fina (50 mesh), que fue obtenido a partir del lijado de la misma.
En este caso se trabajo con madera de E. camaldulensis y E.
bosistoana, siendo el extracto de E. camaldulensis el modelo de
control para el proceso. Para la extraccion se utilizé el sistema
“Soxhlet” del fabricante PYREX, el cual consiste en un proceso
de lavado mediante sucesivos ciclados al material utilizando un

solvente.

Se utilizd como solvente 250 ml de etanol (98%, del
fabricante Drogueria Industrial Uruguaya), para la extraccion de
4.5 g de cada una de las muestras, realizando dos extracciones
paralelas en cada una de las especies. Se sometié a extraccion
un total de 9 g de cada una de ellas. El polvo de madera fue
colocado en sobres de papel de filtro que se introdujeron en la

camara de extraccion del Soxhlet.

|
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llustracion 4:

Sistema Soxhlet

Se midid la frecuencia de ciclado en cada uno de los procesos, ambos a

la temperatura de ebullicion del etanol de manera estable, obteniendo un ciclado

medio de 123 ciclos en el caso del E. bosistoana que permanecio 24h, mientras

que el E. camaldulenses se extrajo durante 40h y se ciclé una media de 145

ciclos. Para el célculo de numero de ciclados se realizé una aproximacion

mediante la toma de diferentes tiempos de ciclado, siendo el promedio de estos

el tiempo que permanecié cada una de las muestras en el interior del Soxhlet,

estos resultados se representan en la tabla 2.
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Tiempos de extraccion E. bosistoana (minutos)

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo3 | Ciclo4 | Ciclo5 | Ciclo6 | Ciclo7 | T. med
Soxhlet 1 8,25 24,75 40,23 55,25 0,00 0,00 0,00 15,67
Soxhlet 2 0,00 10,03 20,37 30,20 | 39,15 | 48,00 | 56,97 | 10,07
Soxhlet 1 1,28 16,92 27,72 38,18 0,00 0,00 0,00 12,30
Soxhlet 2 0,00 7,40 15,37 23,28 | 30,52 | 37,65 0,00 7,76
N° Ciclos 1 96,20 T1 1218,00 T total | 1445,00
N° Ciclos 2 | 150,24 T2 227,00

Tiempos de extraccion E. camaldulensis (minutos)

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo3 | T. med
Soxhlet 1 7,42 22,53 14,98
Soxhlet 2 0,00 16,95 37,37 18,11
N° Ciclos 1| 159,60 T total |2390,00
N° Ciclos 2 | 132,00
Tabla 2: Tiempos de ciclado "Soxhlet"
3.21.1. Rendimiento

Para calcular el rendimiento de la extraccion se peso6 el material en las

diferentes etapas del proceso, asi como un célculo de la humedad inicial de las

muestras para corregir los valores obtenidos.

Teniendo en cuenta que la muestra a extraer no podia ser sometida a

altas temperaturas para su secado, por el hecho de que de ser asi se perderia

gran cantidad de los extractivos volatiles, se determiné la humedad inicial de las

muestras en una porcion de madera molida, separada del total con este fin. Esta

pequeia muestra, aproximadamente 1 g, se peso en humedo, posteriormente se

llevo a estufa a 105 °C durante 24 h y se pes6 de nuevo. Con estos datos se

aplico la siguiente formula para el célculo de la humedad:
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P hiimedo — P seco

Humedad de la muestra = x 100
P seco

Con estos datos y los datos obtenidos en los pesajes durante el proceso
de extraccion, se aplico la siguiente formula para el calculo del rendimiento total

de la extraccion:

P inicial seco — P tras la extraccion

Rendimiento = x 100
P seco

3.2.1.2. Analisis

Para el analisis de la composicion quimica de los extractivos de E.
bosistoana y E. camaldulensis se utilizé la técnica que emplea el uso de un
Fourier transform infrared spectrophotometer (FTIR). Se empled un
espectrometro IR Prestige -21 Shimadzu (Japan), con una resolucion de 8 cm™?!
y 32 scans por muestra. Este instrumento es capaz de recoger el espectro
infrarrojo de una muestra para la posterior identificacion de sus componentes.
Esto se debe a que el espectro infrarrojo de cada molécula es unico (Salem Press
Encyclopedia, 2019).

3.2.1.3. Taninos

A partir del extracto obtenido se realiz6 la cuantificacion de los polifenoles
y taninos tomando como referencia las metodologias utilizadas en Naima et al.
(2014). Esta metodologia permite cuantificar tres tipos de compuestos:

polifenoles totales, taninos condensados y taninos hidrolizables.

Para el caso de los taninos condensados también se aplicé el método de
analisis adaptado de FAO (2000) “Quantification of tannins in tree foliage” ya que
mediante la metodologia de Naima et al. (2014) los resultados obtenidos carecian

de precision.
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I. Polifenoles

El contenido de polifenoles se determiné mediante el método de Folin-
Ciocalteu (Singleton y Rossi, citado en Naima et al. 2014): se adicionaron 2,5 ml

de reactivo de Folin (diluido 10 veces) a 0,5 ml de extracto acuoso (diluido 200

veces). Luego se agregaron dos mililitros de carbonato de sodio (75 %). La mezcla

se puso luego en un bafo de agua a 50 °C durante 5 minutos antes de que se
leyera la absorbancia a 760 nm. Se realizé una curva de calibraciéon con una
solucion de acido galico (80 mg/L). Los resultados se obtuvieron como
miligramos de equivalente de acido galico (GAE) por gramo de muestra seca
(mg de GAE /g de materia) y como miligramos de GAE por gramo de extracto
seco (mg de GAE /g ext) (Naima et al. 2014).

Il. Taninos condensados

El contenido de proantocianidina se determind con una prueba de
ButanolOH /HCI segun lo descrito por Scalbert et al. (1989): se agregaron 0,5 ml

de extracto acuoso (diluido 100 veces) a 5 ml de una solucion ferrosa acida (77
mg de FeSO, - 7H,0 en 500 ml de Hcl / ButOH (g)). Los tubos se cubrieron y se
colocaron en un bafio de agua a 95 °C durante 15 min. La absorbancia se ley6 a
530 nm, y los resultados se expresaron de la siguiente manera: miligramo de

cianidina equivalente (Cya) por gramo de materia seca

(mg de Cya/g de materia) (Naima et al. 2014).

Para el calculo del contenido de taninos condensados se aplico la

formula:
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(AXVXDxMxV2)
(I XeEX v X m)

mg CyaE/g =

Donde:

A = absorbancia de la muestra a 530 nm

V = reaccion total volumen (mlL)

D = factor de dilucion

M es el molar de cianidina masa (g mol™1)

V2 = extracto de volumen acuoso mL)

| = la longitud del camino (cm™1)

€ = coeficiente de extincion molar (34.700 L mol~tcm™1)
v=0.5mL

m = masa en peso seco de la muestra (g).

El otro método empleado fue la determinacion de taninos condensados
(Proantocianidinas) adaptado de FAO (2000). Este consistié en diluir 0.50 ml del
extracto en acetona (70%), en una cantidad de acetona suficiente para evitar que
la absorbancia (550 nm) sea superior a 0,6, esta cantidad viene determinada por
la cantidad de taninos condensados que presente la muestra analizada. Se
anadieron 3,0 ml de reactivo de ButanolOH /HCly 0,1 ml de reactivo férrico en
los tubos Vortex. Posteriormente se tapo la boca de los tubos y se calent6 a una
temperatura de entre 97 y 100 ¢C durante 60 min. Se enfriaron los tubos y se
registro la absorbancia a 550 nm. Paralelamente se realizo todo el proceso en un
tubo al que denominamos blanco, el cual contiene el extracto muestra, este
blanco se rest6 a el resultado del ensayo. Los taninos condensados (% en

materia seca) como leucocianidina equivalente se calcula por la formula:
* (A 550 nm x 78.26 x Dilution factor *) / (% dry matter)

*Esta férmula supone que E1%1cm550nm dg |gycocianidina es 460.
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Ill. Taninos hidrosolubles

El contenido de taninos hidrolizables se determiné con la prueba de
yodato de potasio descrita por Bossu et al. (2006). Se calentaron cinco mililitros
de solucion acuosa K103 (2.5% v / v) durante 7 minutos a 30 °C, luego se agregd
1 ml de la solucién acuosa (diluida 5 veces). La mezcla se coloco luego en un
bafio de agua a 30 °C durante 2 minutos antes de que se leyera la absorbancia
a 550 nm. Se obtuvo una curva de calibracion utilizando una solucion de acido
tanico (5000 mg/l) preparada por solubilizacién de 0,25 g de acido tanico en 50
ml de metanol (80%). Las soluciones analiticas estandar de acido tanico se
prepararon mediante dilucion acuosa. Los resultados se expresaron de la
siguiente manera: miligramo de acido tanico equivalente (TAE) por gramo de

muestra seca (mg EAT /g demateria) (Naima et al. 2014).

3.2.2. Preparacion de las probetas

En segundo lugar, se realizaron las extracciones a las probetas que
posteriormente se utilizarian en el ensayo de durabilidad EN113, para asi poder
evaluar el efecto de estos sobre la durabilidad natural de estas maderas. Debido
al gran numero de probetas se descartd el método de extraccion mediante
Soxhlet, por lo que se optd por el método de extraccion denominado extraccion
por infusion, este método consiste en una inmersién de las probetas en los
diferentes solventes a una temperatura préxima a su temperatura de ebullicion
durante 24h en un bafio maria. Una vez introducidas las probetas con una
proporcion de 20 ml de disolvente por cada 1 g de madera a extraer, en vaso de
precipitado cubierto con un vidrio de reloj con la intencion de evitar pérdidas por

evaporacion y proporcionar una superficie para la condensacion.
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A continuacion, se detallaran los diferentes solventes y sus efectos sobre
los componentes organicos de la madera en el proceso de extraccion,
dependiendo de la polaridad y la hidrosolubilidad de los mismos. Asi mismo se
ha de destacar que todas las extracciones tuvieron lugar en el interior de una

campana de seguridad debido a la posible emision de gases nocivos.

3.2.2.1. Sin extraer

Las probetas sin extraer, no pasaron por ningun proceso de extraccion.

3.2.2.2. Etanol

Al tratarse de un solvente polar, durante la extraccion se extrajeron gran

parte de las especies polares. Se programo el bafio a una temperatura de 60 °C.

3.2.2.3. Etanol+H,0

En este caso las probetas ya sometidas a la extraccion mediante etanol
se llevaron a una segunda extraccion mediante el empleo de agua destilada, un
solvente igualmente polar pero con la capacidad de extraer las especies
Hidrosolubles. La temperatura del bafio en este caso fue una temperatura de
802cC.

3.2.2.4. Hexano

El hexano es un solvente apolar por lo que mediante su uso se consigue
extraer las especies quimicas de caracter apolar. En este caso el bafio se
configuré a una temperatura de 45 °C y se extremaron las medidas de seguridad,

mediante el uso de guantes, gafas y mascarilla durante toda su manipulacion.
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3.3.Ensayo de durabilidad

El ensayo de durabilidad se basé en la norma europea EN113, con
algunas modificaciones que no afectan en los resultados finales. Esta norma se
utiliza para verificar la resistencia de la madera frente al ataque de
Basidiomycetes, mediante la exposicién de las muestras madereras al hongo,
previamente sembrado en un medio de cultivo. Otra de las modificaciones que
se realizaron a la norma original, fue una variacion en el tiempo de exposicion al
hongo, ya que esta indica una exposicion de 16 semanas y en este caso, al haber
reducido el volumen de las muestras a ensayar se requiere un tiempo de

exposicion menor, en concreto se ensayo la madera por un total de 14 semanas.

La exposicién tiene lugar en frascos donde tras cultivar los diferentes
hongos se introducen 3 muestras de la madera a ensayar y una muestra de la
madera control. Estos frascos deben tener unas medidas concretas (Imagen 5) y

haber sido sometidos a un proceso de esterilizacion previo a su uso.

25

110
10

k. Y, \_ Y,

65 90 \ )

Side view Front view

llustracion 5: Medidas de los frascos de ensayo (EN113)
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3.3.1. Preparacion y etiquetado de los frascos

Se armaron un total de setenta frascos, quince frascos por cada uno de
los hongos utilizados. De estos quince frascos se utilizaron tres para cada grupo
de las probetas dependiendo del proceso de extraccion al que habian sido
sometidos y tres para el ensayo control realizados con E. camaldulensis. Los diez
frascos restantes se utilizaron como control de los cambios sufridos en la madera
debidos a las condiciones de cultivo, conteniendo exclusivamente el medio de

cultivo sin hongos.

Cada uno de los frascos fue preparado con el medio de cultivo en el que
posteriormente se inocularon los hongos en condiciones asépticas. Este medio
consistié en una disolucién de 15 g/l de extracto de malta 'y 20 g/l de agar en
agua destilada. Una vez preparada dicha disolucion, los frascos se sometieron a
un proceso de esterilizacion mediante autoclave; este proceso consiste en
someter los frascos a temperatura de 121 °C en el interior de un autoclave a una
presion de 1.1 atm durante un tiempo de 15 minutos. A partir de este momento
todo el trabajo con los frascos se realiz6 en el interior de una campana de
seguridad prevista de flujo laminar y luz ultravioleta para evitar en la medida de

lo posible contaminaciones indeseadas.

Se llevé a cabo un etiquetado de los diferentes frascos con la informacion
precisada para su posterior armado de forma organizada. En las etiquetas
aparecia la informacion relativa a las probetas, asi como las especies y el numero

de identificacion, el numero de frasco, especie de hongo y la fecha de armado.

N? Frasco Hongo Fecha
A B Cc D
(E. bosistoana [ E. camaldulensis) E. grandis

llustracion 6: Formato del etiquetado de frascos. (Imagen de autor)

32



3.3.2. Cultivo de los hongos

El cultivo de los hongos de pudricion empleados Coriolus versicolor,
Pleurotus ostreatus, Gloeophyllum trabeum y Laetiporus sulphureus se realizd
tomando las medidas de seguridad precisadas para evitar cualquier tipo de
contaminacion. Este se realiz6 en el interior de la camara de seguridad
esterilizando todo el material, entre cada cultivo, sometiendo las herramientas de
cultivo a la incidencia directa de una llama procedente de un mechero de alcohol
que a su vez genera una corriente ascendente entorno a su llama que disminuye

el riesgo de contaminacion.

Para la inoculacion de los hongos en los frascos se utilizaron cultivos
puros. Se tomaron pequefas porciones de hongo y medio de cultivo, de las
placas de Petri de origen, mediante el empleo de “tips”, se depositaron tres “tips”
en la superficie de cada uno de los frascos, buscando una expansion total y
uniforme del hongo en la superficie del medio de cultivo. Una vez inoculados los
diferentes hongos, se llevaron los frascos a la camara de aclimatacion a 25°C y
75% de HR.

Cuando el micelio cubrio6 totalmente la superficie del medio de cultivo se
colocaron las probetas de madera, previamente esterilizadas por vapor fluente

en tres etapas de 15 minutos cada 24 horas

3.3.3. Evaluacion final

Para la evaluacion de la durabilidad natural de la madera ensayada se
aplicaron dos métodos, el primero de ellos es la determinacion de la pérdida de
masa de las probetas, requerido por la norma EN113 y un método

complementario basado en técnicas de microscopia.
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3.3.3.1. Pérdida de masa

Este método se basa en una evaluacién de la pérdida de masa de las
probetas, para ello se compara el peso inicial, corregido el contenido de
humedad, y el peso seco final tras el ataque de los hongos. Debido a que no se
podia someter a altas temperaturas para el secado previo de las probetas debido
a las posibles alteraciones, como pérdidas de extractivos volatiles, se tomé como

coeficiente de correccion la humedad media de probetas tipo.

Las pérdidas de masa de las probetas, se utilizaron para determinar la
clase de durabilidad a la que pertenecia cada especie maderera, de acuerdo a la
norma EN350-1:1994. Mediante el empleo de la siguiente formula se calcula el

valor de x y se contrasta con la tabla 3 que aparece en la norma.

Perdida media de masa corregida de las probetas de ensayo

x= Perdida media de masa de las probetas de referencia
Clase de durabilidad Descripcién Valor de x
1 Muy durable x < 0.15
2 Durable 0.15<x<0.30
3 Medianamente durable 0.30 < x < 0.60
4 Poco durable 0.60 <x <0.09
5 No durable x> 0.90

Tabla 3: Clases de durabilidad natural frente a hongos xil6fagos (EN350-1)
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3.3.3.2. Microscopia

Por otro lado se realizé un analisis complementario que consistio en la
toma de imagenes, utilizando un microscopio electrénico de barrido (Joel JCM
6000Plus) perteneciente al servicio de microscopia del CUT, de las estructuras
celulares de las muestras a nivel superficial para analizar el dafio causado por
los hongos en las diferentes estructuras. Para obtener los resultaros se realizo la
toma de imagenes en las probetas que habian sido sometidas al hongo mas
virulento de los ensayados. Del mismo modo se tomaron las imagenes a probetas
correspondientes a cada tipo de extraccion, las que presentaban extractos
polares y las que poseian los de caracter apolar comparandolas con las probetas

sin extraer.

3.4.Ensayo de inhibicion

3.4.1. Preparacioén del medio de cultivo

Se prepararon 3 botellas de 450 ml, con una concentracion 20 g/L de
agar y 20 g/L de extracto de malta. Las botellas se llevaron a autoclave para
esterilizarlas (121 °C por 15 minutos) y cuando alcanzaron una temperatura
manipulable, se suplementaron con los extractos obtenidos, de modo que la
concentracion en cada frasco es 0 mM, mM y mM. Luego el medio de
cultivo se repartio en placas de Petri de 8 cm de diametro, 10 placas por hongo.
Una vez solidificado y frio el medio, se sembraron los hongos Laetiporeus
sulphureus y Coriolus versicolor, a través del uso de tips con medio de cultivo y

micelio.
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3.4.2. Ensayo de efectividad funguicida

El crecimiento micelial para cada placa se evalué a través del calculo de
las areas de la superficie de las colonias (en mm?) y las velocidades iniciales de
crecimiento al dia 5, a las distintas concentraciones de extracto (Hatvani et al.,
2003). Se determino la CIM (concentracion inhibitoria minima) de cada solucion
(Borokhov et al., 2000).

3.5. Analisis estadistico de datos.

Para conocer la validez de los resultados desde un punto de vista
estadistico y asi conocer si existen diferencias significativas entre los diferentes
ensayos se realizd un analisis de varianza. Utilizando el Test de Fisher para
analizar la igualdad entre varianzas y un Test Duncan para la comparaciéon de
medias. Para todo esto se implementd la aplicacion informatica SAS.

Estableciendo como criterio un nivel de confianza del 95%.
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4. RESULTADOS

4.1. Mediciones.

Las probetas de E. bosistoana dieron un volumen medio de 7.9930 cm3

y un peso medio de 9.0170 g. Teniendo en cuenta estos valores y el valor de la
humedad de la muestra se calcul6 una densidad basica media de 0.8246;1;3. Los

valores de las medidas y el peso de cada muestra fueron anotados en una planilla

de una hoja de calculo Excel que se encuentra en el anexo 1.

En cuanto a lo referente a las medidas medias de las especies control y
referencia, el E. camaldulensis presento un volumen de 7.4682 cm? y un peso de

5.1704 g lo que, teniendo en cuenta la humedad, equivale a una densidad basica

media de 0.6250 CT%. Mientras que el E. grandis reflejo un volumen medio de

8.0200 cm3y un peso de 4.1600 g, es decir una densidad basica media de

0,4716;1;3. Los datos se encuentran en los anexos 2 y 3 (E. camaldulensis y E.

grandis).

4.2. Extracciones.

4.2.1. Extraccién en polvo de madera.

4.2.1.1. Rendimiento.

Para el calculo del rendimiento se pes6 la masa inicial del polvo de
madera, antes de ser sometida a ningun proceso. Se determiné su humedad a
partir de una muestra del material, lo que corresponde a las casillas muestra
humeda y muestra seca de la siguiente tabla, y se calcul6 la masa inicial seca.
Posteriormente, tras la extraccién, se sometié a un secado a 105 2C hasta peso

constante y se tomé medidas de la masa seca ya extraida (Masa extraida seca).
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E. bosistoana E. camaldulensis

P Vidrio 18,8388 20,2026
Masa inicial humeda 1 4,5099 4,5114
Masa inicial himeda 2 4,5194 4,5103
Masa inicial seca 1 4,1520 4,2878
Masa inicial seca 2 4,1607 4,2868
Masa extraida seca 1 3,6140 3,8354
Masa extraida seca 2 3,5105 3,8434
Muestra humeda 1,4538 0,8534
Muestra seca 1,3469 0,8131
Humedad 7,9367 4,9563
Rendimiento 1 14,89 11,80
Rendimiento 2 18,52 11,54
Rendimiento total 16,70 11,67

Tabla 4: Calculo de rendimientos de extraccion en porcentaje de extractivos

por gramo de madera seca.

Se obtuvo un rendimiento de extraccion del 16.7% en el caso del E.
bosistoana y de un 11.7% en el caso del E. camaldulensis, expresado en

porcentaje de extractivos por gramo de materia seca.

4.2.1.2. Anilisis FTIR.

La grafica 2, muestra los espectros FTIR del duramen de E. bosistoana
y E. camaldulensis correpondientes a los extractos obtenidos en etanol. La
espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) es una técnica
utilizada para la caracterizacion quimica de materiales, se analizaron los grupos
caracteristicos presentes en la estructura quimica de los taninos, basandose en

bibliografia.
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Grafica 2: Resultados del analisis FTIR.
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4.2.2. Taninos

4.2.2.1. Polifenoles totales

Polifenoles Totales

—@—Series] emmmm|ineal (Seriesl)
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e
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0
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Concentracion Ac. galico

Gréfica 3: Curva de calibracién de acido gélico.

. \ Factor Concentracion Concentracion
Especie Absorbancia

dilucion dilucién total
E. bos 0,3344 200 24 21 484242
E. cam 0,1621 200 6,81 1361,62

Tabla 5: Resultado de polifenoles totales expresado en miliequivalentes de acido galico por

gramo de madera seca.
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4.2.2.2. Taninos hidrosolubles

Taninos Hidrolizables
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Grafica 4: Curva de calibracion de acido tanico.

. . Factor Concentracion Concentracion
Especie Absorbancia G s e
dilucion dilucion total
E. bos 0,4558 10 345,54 3455,38
E.cam A 0,1268 10 92,46 924,62
E.cam B 0,1824 5 135,23 676,15

Tabla 6: Resultado de taninos hidrolizables expresado en miliequivalentes de acido tanico por

gramo de madera seca.
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4.2.2.3. Taninos condensados

E. bos E.cam Blanco
A: absorbancia de muestra a 530nm 0,0962 0,2094 0,0742

V: volumen total de reaccion (ml) 2 ml
D: factor de dilucién 100
M: masa cianidina molar (g/mol) 287,24  g/mol
V,: volumen de extracto acuoso 40
I: largo del camino optico 1 cm
&: Coef. extraccion molar 34700 /mol cm
v: 0,5 mi
m: peso seco madera 30,069 g

Tabla 7: Resultados de taninos condensados por el método Naima et al (2014).

Se descartaron los resultados anteriores al observar una lectura similar
en el caso de los extractivos e E. bosistoana y el blanco utilizado como control
mediante FAO (2000) “Quantification of tannins in tree foliage”. Los resultados

obtenidos se expresan en la siguiente tabla:

Factor Valor

Muestra s . Unidades

dilucion corregido
E. bos 5 0,45 Eq g de Leucacialidina/100g materia seca
E. cam 40 4.67 Eq g de Leucacialidina/100g materia seca

Tabla 8: Resultados de taninos condensados por el método FAO (2000)
4.2.3. Ensayo de inhibicion

Para el ensayo de inhibicién se tomé la medida media del radio durante
los dias de ensayo, con lo que se calculé el area en cada dia. Estos resultados
fueron llevados a una tabla Excel de donde se obtuvieron las siguientes gréficas.
Mediante la ecuacion de la recta “Linea de Tendencia” se obtuvo la pendiente

de la misma, lo que equivale a la velocidad de crecimiento del hongo.
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Grafica 5: Velocidad de crecimiento de Coriolus versicolor.
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Grafica 6: Velocidad de crecimiento de Laetiporus sulphurens.
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4.3.Ensayo de durabilidad

Para expresar los resultados del ensayo de durabilidad se utilizaron los
meétodos especificados por la norma UNE113, esta norma representa los
resultados del ensayo teniendo en cuenta dos variables. Por un lado la pérdida
de masa, expresado en %, por otro lado la variacién en el contenido de humedad

de las probetas al finalizar el ensayo.

4.3.1. Pérdida de masa

Gloeophyllum  Coriolus Pleurotus Laetiporus
Sin hongo
trabeum versicolor ostreatus sulphureus

Sin extraer 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)

Etanol 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
E. bos
Etanol+H,0 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
Hexano 2,20 (2,27) 3,61 (3,80) 0,76 (1,45) 3,46 (2,96) 0,00 (0,00)
E. gra 0,00 (0,00) 6,29 (2,83) 2,93 (3,38) 2,65 (3,47) 0,72 (1,61)
E. cam 0,00 (0,00) 0,04 (0,11) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)

Tabla 9: Resultados para la pérdida de masa.
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Para las diferentes especies y tratamientos determino la clase de
durabilidad natural de acuerdo a la norma EN350-1:1994 tomando como valores
las medias de pérdidas de masa ocasionadas por el hongo Coriolus versicolor ya
que este fue el que tuvo mayores efectos sobre esta variable. Estos resultados

se reflejan en las siguientes tablas:

Especie X Clase durabilidad

E. bosistoana 0 1 Muy durable
E. grandis 1 5 No durable

E. camaldulensis 0.01 1 Muy durable

Tabla 10: Comparacioén entre la clase de durabilidad de las diferentes especies.

Solvente de X Clase durabilidad
extraccion
Etanol 0 1 Muy durable
Etanol + H,0 0 1 Muy durable
Hexano 0.57 3 Medianamente durable

Tabla 11: Comparacion entre la clase de durabilidad de las diferentes extracciones.
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4.3.2. Contenido de humedad

Sin extraer

Etanol

E. bos

Etanol+H,0

Hexano

E. gra

E. cam

Gloeophyllum

trabeum

51,33 (9,78)

67,78 (6,65)

43,17 (4,56)

45,01 (11,43)

103,97 (17,91)

55,44 (11,82)

Coriolus

versicolor

19,61 (2,37)

30,20 (3,29)

21,86 (3,07)

17,02 (4,82)

72,44 (28,25)

29,85 (3,90)

Pleurotus

ostreatus

12,37 (1,52)

22,00 (2,33)

22,38 (3,95)

19,29 (3,99)

40,07 (10,34)

22,80 (3,68)

Laetiporus

sulphureus

11,15 (5,05)

25,70 (3,95)

27,18 (2,71)

11,60 (5,63)

119,82 (23,20)

58,52 (14,39)

Tabla 12: Resultados para el contenido de humedad tras el ensayo.

Sin hongo

18,48 (2,94)

26,37 (2,43)

22,53 (1,69)

7,83 (2,69)

59,29 (20,97)

38,34 (2,81)
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4.4. Microscopia

Para la toma de imagenes en microscopia se seleccionaron las probetas
con la intencion de observar un mayor deterioro, teniendo en cuenta los
resultados tras el ensayo de durabilidad. Por ello, se seleccionaron probetas que
habian sido afectadas por el hongo Coriolus versicolor ya que fue el mas virulento
de los ensayados. Para tener una vision mas amplia del efecto de los diferentes
extractivos se tomaron imagenes a cada uno de los diferentes tipos de probetas

utilizados.

llustracion 7: Estructura microscopica de probeta antes del ensayo (imagen de autor)
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llustracion 8: Estructura microscoépica de probeta
Sin extraccion tras el ensayo (imagen de autor)

llustracion 9: Estructura microscépica de probeta extraida en
Etanol+H,0 tras el ensayo (imagen de autor)
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llustracion 10: Estructura microscépica de probeta extraida en

Hexano tras el ensayo (imagen de autor)

49



5. DISCUSION

Tras haber tomado las diferentes medidas a las probetas, se calcularon

las densidades basicas de las maderas a ensayar, obteniendo los valores

0.8246-%, 0.6250 -y 0,4716-Z;, para el E. bosistoana, E. camaldulensis y E.
cm cm cm

grandis respectivamente. Estos valores fueron de especial interés ya que esto

influye de manera notable en la estructura macroscépica de las diferentes

especies.

Para las extracciones se establecieron los dos métodos explicados en
apartado “materiales y métodos”. El método de extraccion que se considera de
mayor interés para la toma de decisiones es el realizado via Soxhlet, ya que este
presenta unos rendimientos mayores para extracciones del tipo solido/liquido y
por lo tanto una mayor extraccion. En nuestro caso se obtuvo unos rendimientos
del 16.7% en el caso del E. bosistoana y de un 11.7% en el caso del E.
camaldulensis. Estos resultados se reflejan en porcentaje de contenido de
extractivos respecto a la masa de madera seca. Al no haber encontrado
antecedentes sobre estos valores se decidio darlos como validos, ya que se trata
de una técnica eficaz respaldada por la bibliografia y teniendo en cuenta las

indicaciones de uso.
En este parrafo se hablara sobre el FTIR.

Al analizar los resultados obtenidos para los componentes fendlicos, de
los extractivos resultantes de la extraccion en polvo de madera, pudimos observar
como los valores de concentracién de polifenoles totales y los hidrosolubles
triplican su presencia en los extractivos de E. bosistoana respecto a los de E.
camaldulensis. Mientras que en el caso de la fraccion perteneciente a los taninos
condensados se refleja todo lo contrario, cosa que en un principio parecia extrafio

por lo que se decidi6 realizar un segundo método, mediante el cual se corroboro
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la escasa presencia de estos en el E. bosistoana. Hecho que corroboraria la
hipotesis inicial del proyecto, ya que como se mencion6é con anterioridad y
siguiendo la bibliografia, los taninos hidrosolubles son los que presentan una

mayor toxicidad para los hongos de pudricion.

Respecto al objetivo principal de este estudio se obtuvieron resultados
similares a los reflejados en la bibliografia para las especies de control y
referencia, con algunas pequefias discrepancias. El E. camaldulensis presento
una clase de durabilidad natural de 1 (Muy durable) mientras que en la bibliografia
utilizada se clasificaba como clase 2 (Durable), esto se puede deber a diferentes
factores como la procedencia de las semillas o las condiciones de crecimiento de
los ejemplares. Por su parte el E. bosistoana se volvio a mostrar como una

madera muy durable.

Al extraer los diferentes tipos de extractivos se observd que el
comportamiento era diferente dependiendo del tipo de solvente utilizado. Por su
parte los solventes polares no provocaron un cambio significativo en la
durabilidad natural de la especie E. bosistoana. Mientras que el solvente de
caracter apolar utilizado, el hexano, produjo un declive de la clase de durabilidad
del 1 al 3, haciendo que pasara a ser una madera medianamente durable. Esto
quiere decir que los extractos apolares son los que mejoran de mayor manera la

durabilidad natural de la especie considerada como muy durable.

En lo que se refiere a la variacion del contenido de humedad se observo
una estrecha relacién con la densidad de las especies. Es probable que esto se
deba a la presencia de un mayor volumen de poros, en los cuales pudo

depositarse la humedad procedente del medio de cultivo.
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Mediante la a toma de imagenes microscépicas se pudo contrastar los
resultados obtenidos tras el ensayo EN113 con los dafos que se pueden
observar en las estructuras microscépicas. Por un lado en la muestra inicial,
correspondiente a aquella sin extraer y sin exposicion a la actividad fungica, se
observé como todas las estructuras se mantenian en perfecto estado (1 en la
ilustracién 7). Por otro lado en las probetas sin extraer se mostraron parcialmente
conservadas, presentando algunos defectos leves como deformacion celular (2
en la ilustracion 8), sin ser esto una evidencia de dafio causado por el hongo. A
su vez, las que fueron sometidas a extracciones presentan dafos que se suponen
asociados al proceso de extraccion, tales como la presencia de espacios
intercelulares (3 en la llustracién 9) originados por el colapso celular durante los
cambios continuados de humedad. Por ultimo, en el caso de las extraidas en
hexano, las mas afectadas, presentando las mayores pérdidas de masa durante
el ensayo, se observo un mayor deterioro que en el resto ya que se aprecia un
afinamiento de las paredes celulares (4 en la ilustracién 10), si atribuidas al dafio

causado por el hongo, llegando a la rotura de la misma en algunos casos.

En el ensayo de inhibicion se ensayaron los hogos Coriolus versicolor y
Laetiporus sulphureus. De estos dos se realizé un control en el que se observé
como el, C. versicolor presento una velocidad de crecimiento mayor. En este
caso obtuvimos las capacidades de inhibicion de los diferentes extractivos
valorando unicamente su efecto, sin tener en cuenta el resto de factores que
determinan la durabilidad natural en la madera. De los resultados obtenidos se
desprendié un mayor poder de inhibicion en los extractivos de caracter polar no
hidrolizables, siendo estos los uUnicos capaces de conseguir una inhibicién
completa en los diferentes hongos, alcanzando la concentracion inhibitoria
minima en (Concentracion). Por su parte, los extractivos hidrolizables en
pequefia concentracion aumentaron la velocidad de crecimiento para ambos

casos. Mientras que por otro lado, los extractivos de caracter apolar presentaron
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una disminucién de la velocidad de crecimiento desde las concentraciones mas
bajas. Por lo que en estas magnitudes seria dificil alcanzar la concentracién
inhibitoria minima mediante el empleo de los extractivos apolares e imposible

mediante el uso de la fraccion hidrolizable de los polares.

Se podria afirmar que unicamente los extractivos de caracter apolar son
los que influyeron sobre la durabilidad natural de la madera de E. bosistoana, lo
que no quiere decir, precisamente, que estos presenten una actividad fungicida

por si mismos.

Por ultimo, con la intencion de mejorar los resultados de préximos
estudios similares a este o abriendo la posibilidad de continuar y contrastar los
resultados obtenidos. Se propone el empleo de una especie de virulencia, es
decir, una especie menos durable que resulte mas afectada por la degradacion,

por ejemplo, albura de especies tales como pino o dlamo.
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6. CONCLUSIONES

En conclusion se podria afirmar que los extractos de caracter apolar son
aquellos con una mayor influencia en la durabilidad natural del Eucayiptus
bosistoana, reduciendo la clase de durabilidad natural de una clase 1 (Muy

durable) a una clase 3 (Medianamente durable).

En las condiciones del ensayo los extractos de caracter polar no

muestran ninguna influencia sobre la durabilidad natural de la especie.

En las condiciones del estudio concentracién ejnskn de etanol resulto ser

la concentracidn inhibitoria minima para este extracto y estos hongos.
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7. RESUMEN

La madera, al ser un material de origen organico esta sometida a diversos
factores que producen un efecto negativo en sus propiedades. Uno de los
factores mas problematicos es la degradacion por microorganismos, en concreto

los hongos vy los diferentes tipos de pudricién que producen.

Existen diferentes tipos de madera, dependiendo de la capacidad de
estas a resistir el ataque de los hongos, lo que se denomina durabilidad natural.
Las especies han desarrollado diversas estrategias para proteger la madera
frente a los hongos uno de los mas importantes son los extractivos presentes en
su interior. La madera del Eucalyptus bosistoana esta considerada como una
especie muy durable. En este trabajo se buscd conocer la influencia de los
diferentes tipos de extractivos sobre esta alta resistencia. Asi como el efecto

fungicida de los mismos.

Los resultados obtenidos muestran como, al extraer los extractivos de
caracter apolar, con hexano, la clase durable pasaba a ser de “medianamente
durable”, mientras que los polares no producian una variacién significativa. Asi

mismo los extractivos polares presentaron una mayor actividad fungicida.

Palabra clave: Eucalyptus bosistoana, durabilidad natural, extractivos,

taninos, hongos xil6fagos, madera.
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8. SUMMARY

Wood, being a material of organic origin, is made up of several factors
that produce a negative effect on its properties. One of the most problematic
factors is the degradation by microorganisms, specifically fungi and the different

types of devay they produce.

There are different types of wood, depending on the ability of these to
resist the attack of fungi, which is called natural durability. The species have
developed different strategies to protect the wood against fungi. One of the most
important are the extractive materials present inside. The wood of Eucalyptus
bosistoana is considered a very durable species. In this work, we sought to know
the influence of the different types of extractives on this high resistance. As well

as the fungicidal effect of them.

The obtained results show how, when extracting extractive of apolar
character, with hexane, the durable class happened to be of "moderately durable",
while the polar ones did not produce a significant variation. Likewise, the polar

extractives showed a higher fungicidal activity.

Keyword: Eucalyptus bosistoana, natural durability, extractives, tannins,

wood-borne fungi, wood.
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