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RESUMEN

Este articulo tiene como objetivo analizar la in-
fluencia de ocho disolventes en la obtencion de
extractos bioactivos con actividad antifingica a
partir de la corteza de Pinus caribaea Morelet
var. hondurensis Barret & Golfari, procedente
de las plantaciones forestales del oriente vene-
zolano. El extracto metandlico result6 adecuado
en el control del crecimiento de dos especies de
hongos xil6fagos: Gloeophyllum trabeum y
Trametes versicolor. El porcentaje de inhibi-
cion para el control del crecimiento de
Gloeophyllum trabeum fue del 51,90%, mien-
tras que para Trametes versicolor fue del
21,49%, lo que pone de manifiesto el potencial
fungistéatico de ese extracto.
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INTRODUCCION

En el campo cientifico-técnico, debi-
do a la creciente preocupaciéon am-
biental por minimizar los efectos ne-
gativos de los productos sintéticos

ABSTRACT

This paper has an objective to analyze the
influence of eight solvents for obtaining bioactive
extracts with antifungical activity from the bark
of Pinus caribaea Morelet var. hondurensis
Barret & Golfari, from the forest plantations of
the Venezuelan east. The methanolic extract
was sufficient for the control of growth two
species of wood-decay fungi: Gloeophyllum
trabeum and Trametes versicolor. The
percent of inhibition for the control of growth
Gloeophyllum trabeum was 51,90% ; while for
the case Trametes versicolor was 21,49%. This
result obtained revealed the fungistatic potential
of this extract.

Key words: bark, pine, extracts, antiungical
activity, wood-decay fungi

utilizados en la conservacion de la
madera, se observa una tendencia
cada vez mayor a la aplicacion de ex-
tractos bioactivos de la corteza de
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diversas especies para la preserva-
cion de este material, con una vision
ecolégica que implica el desarrollo y
la aplicacion de lo que se ha denomi-
nado proteccién natural, a través de
investigaciones de nuevos preser-
vantes de madera selectivos sola-
mente para aquellos organismos que
la destruyen y que a su vez, sean
biodegradables [Barnes, 1992].

La corteza es un material mas rico y
variado que la madera desde el pun-
to de vista de su composicion quimi-
ca. Entre sus constituyentes se en-
cuentran los extractivos, conocidos
por metabolitos secundarios, biosin-
tetizados para desempenar diferen-
tes funciones como retardar y preve-
nir la invasién de patégenos, servir
como sustancias de reserva, o final-
mente como hormonas vegetales. Por
ello la corteza de pino pudiera ser
utilizada al separarla desde el punto
de vista fitoquimico en sus mas va-
liosos componentes, y orientada a la
obtencién de extractos bioactivos con
actividad antifangica y actividad
atrapadora de radicales libres.

A partir de lo expresado anteriormen-
te es posible formular el siguiente
problema cientifico: la generacion de
danos ambientales, econémicos y
sociales se origina por el inexisten-
te aprovechamiento de la corteza de
pino caribe (Pinus caribaea Morelet
var. hondurensis Barret & Golfari), por
lo que el objetivo del trabajo consis-
ti6 en obtener extractos naturales
con actividad antifangica a partir de
la corteza del pino caribe (Pinus
caribaea Morelet var. hondurensis
Barret & Golfari) para el control del
crecimiento de hongos xil6fagos a
escala de laboratorio.
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MATERIALES Y METODOS

La corteza de pino caribe (Pinus
caribaea Morelet var. hondurensis
Barret & Golfari ), necesaria para lle-
var adelante la investigacion, proce-
de del aserradero Andino, ubicado en
las plantaciones forestales desarro-
lladas por la Corporacion Venezola-
na de Guyana, en su programa fores-
tal (CVG-PROFORCA), en la region
oriental del pais.

Las reservas forestales de la region
representan aproximadamente el
75% de las areas boscosas del pais. y
se cuenta con aproximadamente 13
millones de hectareas de bosques
naturales para la produccién forestal.
Las plantaciones de pino caribe (Pinus
caribaea Morelet var. hondurensis
Barret & Golfari) localizadas al sur de
estados Monagas y Anzoategui cubren
en la actualidad una extension supe-
rior a las 600 000 ha.

Toma de muestras

El método de toma de muestras de
corteza se subdividi6 en dos etapas.
La primera para la obtenciéon de las
muestras de corteza interna y exter-
na de las probetas destinadas a la
descripcion anatémica, donde se toma-
ron cinco trozas (Asociacion Interna-
cional de Anatomistas de la Madera,
AIWA) de 3,6 m de largo. De ellas se
obtuvieron tocones basales de 30 cm
de largo que fueron transportados al
Laboratorio Nacional de Productos Fo-
restales de Mérida. La porcion de las
trozas remanentes pasaron por la
descortezadora y se recuperé toda la
corteza.

La segunda etapa se realizé en for-
ma aleatoria, directamente de las



pilas de deposicion de corteza en el
patio de la industria, a diferentes
profundidades, permitidas por un ba-
rreno de recoleccion de suelos, si-
guiendo orientaciones norte-sur y
este-oeste, segun el método utiliza-
do por Alvarez (1999), por la influen-
cia que se podria tener en cuenta a
la pérdida de sustancias extractivas
debidas al tiempo y condiciones de
deposicion.

Las cortezas de ambas muestras fue-
ron mezcladas y transportadas al La-
boratorio Nacional de Productos Fo-
restales. Para el calculo del volumen
de corteza se trabajo basado en los
datos levantados por Arellano (1977),
y se comprobé el tamano de la mues-
tra segun la expresion:

T2 CV?
n=
E2
donde:
T: t de student para 95% de confianza
CV: Coeficiente de variaciéon (%).
E: Error de muestreo

El ntimero total de muestras levan-
tadas alcanzoé 936 trozas.

Preparacion de la corteza

Se almacené la corteza durante
quince dias, necesarios para que al-
cance un contenido de humedad seco
al aire aproximado al 18%, y contro-
lado por medio de xilohigrometro de
resistencia eléctrica. Asimismo se
procedié a realizar una clasificacién
visual y una reduccién del tamano
de las piezas de corteza, y aprovecho
para realizar una separacion de ele-
mentos extranos a ella.

Actividad antiflngica de extractos...

Pequenas astillas de corteza fueron
trituradas en un molino de cuchillas
marca Willey, tamizadas hasta dis-
poner de un tamano adecuado para
el proceso de extraccion, 40-60 mesh,
basado en la norma Tappi 257 cm-85
[Tappi, 1998].

Caracterizacion fisico-quimica
de la corteza de pino caribe
(Pinus caribaea Morelet var.
hondurensis Barret & Golfari)

Se seleccionaron 20 piezas de corte-
za de Pinus caribaea Morelet var.
hondurensis Barret & Golfari proce-
dentes del aserradero Andino. Los
ensayos se hicieron en el Laborato-
rio Nacional de Productos Forestales,
Seccion de Ensayos de la Facultad de
Ciencias Forestales y Ambientales,
de la Universidad de Los Andes,
Meérida, Venezuela. Las propiedades
fisicas evaluadas fueron:

* Contenido de humedad en la con-
dicion verde.

* Contenido de humedad en la con-
dicion seca al aire.

* Densidad en la condiciéon verde.

* Densidad en la condicién seca al
aire.

Los ensayos fisicos de la corteza de

pino caribe (Pinus caribaea Morelet

var. hondurensis Barret & Golfari) se

realizaron siguiendo las estipulacio-

nes de Hoheisel (1972).

Composicién quimica
de la corteza

No existen métodos normalizados
para determinar la composicién qui-
mica de la corteza, por lo que deben
aplicarse los utilizados en el anali-
sis de madera.
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La determinacién de la composicion
quimica estuvo encaminada a cuan-
tificar los principales componentes
de la pared celular (celulosa y lignina,
sustancias extractivas con ocho
disolventes y las cenizas).

Celulosa (%): Se determin6 mediante
el procedimiento descrito por
Browning (1967). Este método permite
precisar el contenido de celulosa en
cualquier tipo de bagazo o pulpa. En
este caso se trabajo sobre muestras
de corteza libre de extraibles.

Lignina insoluble en acido (%): Se uti-
liz6 la norma Tappi T om-98 [Tappi,
1998], con el empleo de corteza libre
de extraibles.

Cenizas (%): Se determiné seglun la
norma Tappi T 211 om-93 [Tappi,
1998], después de la incineracion
completa de la muestra en crisoles de
porcelana y someterlas a 525 + 25°C.

Sustancias extractivas en ocho
disolventes (%): Se determiné el con-
tenido de sustancias extractivas en
ocho disolventes mediante extraccion
continua en equipo Soxhlet de 30 g
de muestra, colocadas en un dedal de
celulosa durante 5 h de reflujo. Se
utiliz6 la norma Tappi T 204 cm-97
[Tappi, 1998] como referencia.

Determinacion de la actividad
antifingica del extracto crudo
metanoélico a partir de la corteza de
pino caribe (Pinus caribaea Morelet
var. hondurensis Barret & Golfari)

La actividad antifingica fue evalua-
da frente a los hongos de la pudricién
parda (Gloeophylum trabeum (Fr.)
Murr. (mad-617-R) y pudricion blan-
ca (Trametes versicolor (L:Fr) Pilat (FP-
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133255-R). Se utiliz6 el método de
dilucién en gel con inoculacién su-
perficial en placa [Jansser, 1987;
Garcia, 1995; Ajaiyeoba, 1998], lo que
nos permite obtener datos respecto
a esa actividad antifingica.

El porcentaje de inhibicion fue expre-
sado en funcion del crecimiento to-
tal del control, calculado de acuerdo
con la ecuacién desarrollada por
Gopalakrishnam (1997):

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se observa que el con-
tenido de humedad de la corteza seca
al horno se sitia en un 15,48%, la
densidad aparente verde tiene un
valor de 0,60 g/cm?, la densidad apa-
rente seca al aire es 0,51 g/cm® y la
densidad aparente seca al horno pre-
senta un resultado de 0,47 g/cm3. De
esta forma se demuestra la impor-
tancia de la humedad de la corteza
desde el punto de vista del aumento
de masa por unidad de volumen, y
muy importante cuando se planifica
el transporte de este material con
vistas a la industria.

La Tabla 2 muestra los resultados del
estudio de la caracterizacion quimi-
ca de los principales componentes de
la pared celular de la corteza de pino
caribe (Pinus caribaea Morelet var.
hondurensis Barret & Golfari) en ar-
boles de quince afnos de edad prove-
nientes del oriente de Venezuela.

En la Tabla 2 se observa que la celulo-
sa alcanza un rendimiento de 43,9%,
lo que se corresponde con lo reportado



para cortezas de coniferas por Einsparh
& Harder (1976). Es necesario sefialar
que para obtener la corteza libre de
extractivos —intentando minimizar el
efecto de las sustancias llamadas por
Segal y Purves segun Laver (1991)
extractivos (compuestos de ligninas,
suberinas, taninos y otros numerosos
compuestos)- se realizaron extraccio-

TABLA1

Actividad antiflngica de extractos...

nes sucesivas en ocho disolventes de
diversa polaridad. Es asi que se paso la
muestra por tolueno, éter de petroleo,
benceno, éter dietilico, acetona, etanol,
metanol y agua caliente. En estudios
hechos por este autor se obtuvieron
valores de 38,1% de celulosa de corte-
za libre de extraibles de Pinus contorta
Dougl. Ex loud.

Valores promedio de las propiedades fisicas de la corteza

Estadigrafo | D.V. (g/cm3)| D.S.A. (g/cms3) C.H.S.H. (%) | D.S.H. (g/cms3)
X= 0,6030 0,5085 15,4776 0,4718
D.S.M.= 0,1296 0,0841 2,0816 0,0807
CV(%)= 21,4939 16, 5441 13,4493 17,1059
N= 18 18 18 18
Méax= 0,8218 0,6374 22,9508 0,6145
Min= 0,3463 0,3100 12,7907 0,2888

D.V.: Densidad verde.
D.S.H.: Densidad seca al horno.

TABLA 2

D.S.A.: Densidad seca al aire.
C.H.S.H.: Contenido de humedad seca al horno.

Caracterizacién quimica de la corteza de pino caribe
(Pinus caribaea Morelet var. hondurensis Barret & Golfari)

Compuesto [ Celulosa (%) Lignina (%) Cenizas (%) Extractl\(/oz)s totales
X 43,90+ 1,23 | 32,72 +0,408 | 8,52 +£0,486 13,05 £ 0,047
Cv (%) 4,85 2,16 9,88 0,81

La lignina de la corteza en la actua-
lidad no ha sido completamente in-
vestigada, en lo fundamental por la
inexistencia de interés sobre este
compuesto, ya que es muy poco co-
mercializado debido a la gran oferta de
ligninas derivadas de los procesos de
pulpeo de la madera. Segall & Purves,
segun Laver (1991), reportaron que los
valores de lignina se sitian del 9,4%

al 53,7%, dependiendo de la fraccion
de la corteza analizada, el método de
analisis y la especie. En este estudio
el porcentaje de lignina insoluble en
acido obtenida se encuentra en el
rango determinado por estos autores,
ademas de ser coincidente con los
valores de la lignina de la corteza de
coniferas reportado por Einsparh &
Harder (1976), con un valor promedio
del 32,72%.
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Las sustancias minerales traducidas
en la determinacién de las cenizas
presentaron un valor del 8,52%, en
general muy altos al ser comparados
con los valores para madera, pero
bajos con los valores reportados por
Einsparh & Harder (1976) para corte-
zas de diferentes pinos.

Las sustancias solubles en ocho disol-
ventes de polaridad creciente (éter de

TABLA 3

petréleo, tolueno, benceno, éter
dietilico, acetona, etanol, metanol y
agua) alcanza un valor del 13,05% de
rendimiento, y se encuentran entre
los valores reportados por Einsparh &
Harder (1976), de 0,2-25,0% para cor-
tezas de diferentes pinos.

En la Tabla 3 se muestran los resulta-
dos para las sustancias extraibles (%)
en diferentes disolventes estudiados.

Influencia del disolvente en el contenido de sustancias
extraibles de la corteza de pino caribe (Pinus caribaea
Morelet var. hondurensis Barret & Golfari)

Disolvente Rendimiento promedio (%) Cv (%)
Tolueno 3,746 £ 0,151 (a) 6,96
Eter de petréleo 2,411 % 0,125 (b) 8,95
Benceno 3,848 + 0,146 (a) 6,57
Eter dietilico 4,452 + 0,302 (a) 11,74
Acetona 7,104 + 0,042 (c) 1,01
Etanol 8,314 £ 0,096 (d) 1,99
Metanol 8,282 £ 0,037(d) 0,78
Agua 6,296 £ 0,474(c) 13,02

Letras diferentes expresan diferencias significativas para 5%
de probabilidad segiin método de Student-Newman-Keuls (SNK).

Los valores de contenido de extraibles
en los diferentes disolventes utiliza-
dos permitieron obtener rendimien-
tos que varian entre 2,4 y 8,3% (base
seca). Estos resultados son el prome-
dio de tres extracciones sobre la base
seca de corteza, en todos los casos bajo
condiciones optimizadas. Los mayores
rendimientos se consiguen emplean-
do como disolventes metanol y etanol,
que producen mas del 8,0% de
extraibles (base seca), sin diferencias
estadisticas significativas entre ellos.
Los extractos obtenidos con agua y
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acetona presentan rendimientos de
6,296y 7,104%, respectivamente. Los
disolventes medianamente polares y
los apolares ostentan rendimientos
menores, y se sitlan en un maximo
de 4,452%. Esta variacion es resul-
tante de la naturaleza quimica de la
amplia gama de compuestos que for-
man parte de la corteza, donde la po-
laridad del disolvente influye de ma-
nera decisiva en su rendimiento de
extraccion, siendo mayoritarios los
compuestos de naturaleza fenodlica
que aquellos compuestos de mayor
peso molecular.



Determinacion de la actividad anti-
fingica de algunos extractos de pino
caribe (Pinus caribaea Morelet var.
hondurensis Barret & Golfari).

Los porcentajes de inhibicion para el
hongo de pudricién parda fueron del

TABLA 4

Actividad antiflngica de extractos...

66,12% para el caso de los extractos
en tolueno, 55,32% para los extractos
en acetona, 51,9% para los extractos
en metanol, 47,5% para los etandlicos
y 45,55% para los extractos en benceno
(Tabla 4).

Porcentajes de inhibicién del crecimiento
de Gloeophyllum trabeum y Trametes versicolor

Disolvente | Gloeophyllum trabeum | Trametes versicolor.
Benceno 45,55 (d) 35,71 (a)
Metanol 51,90 (bg) 21,49 (b)
Etanol 47,5 (cd) 25,72 (b)
Acetona 55,32 (b) 29,51 (ab)
Tolueno 66,12 (a) 6,04 (c)

Debido a sus razonables niveles de
actividad, costo, facilidad de manejo,
ademas de otros factores, los extrac-
tos metanolicos son los selecciona-
dos para continuar los estudios rela-
cionados con actividad biolégica.

Para el caso de pudricién blanca se
observa un 21,49% de inhibicion del
crecimiento del hongo para el extrac-
to metandlico, mientras que en el
caso de la pudricion parda este mis-
mo extracto alcanza un porcentaje de
inhibicion del 51,90%.

Aunque el tolueno presenta las ma-
yores actividades antifingicas con-
tra el hongo de pudricién parda o ma-
rron, y el benceno y la acetona contra
el hongo de pudricién blanca, el
metanol fue seleccionado como disol-
vente de trabajo por su bajo costo en
Venezuela y tratarse de un derivado
del fraccionamiento del petréleo, con
precios mas bajos comparados con el
alcohol de cana (etanol).

A su vez, Eloff (1998) afirm6 que el
metanol es un compuesto téxico so-
bre diversos microorganismos de en-
sayo y manejo biologico, y se hace ne-
cesario establecer la concentracion
minima inhibitoria, que en nuestras
condiciones de trabajo fue del 0,5%
para ambos microorganismos estu-
diados.

CONCLUSIONES

El estudio de las propiedades fisicas
y la composicién quimica de la cor-
teza de pino caribe (Pinus caribaea
Morelet var. hondurensis Barret &
Golfari) permite inferir que se trata
de un material lignocelulésico con
perspectivas de aprovechamiento
para la obtencion de extractos na-
turales bioactivos.

Los contenidos de sustancias
extractivas en la corteza de Pinus
caribaea Morelet var. hondurensis os-
cilaron entre un 3,74; 2,41; 3,84;
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4,45; 7,10; 8,31; 8,28 y 6,29% para
los disolventes tolueno, éter de pe-
troleo, benceno, éter dietilico,
acetona, etanol, metanol y agua ca-
liente, respectivamente. El conteni-
do de extractivos totales de la corte-
za de esta especie para extraccion
sucesiva de ocho disolventes fue del
13,05%.

La influencia del tipo de disolvente
sobre el porcentaje de inhibicién del
hongo de la pudricién parda es en el
orden tolueno > acetona > metanol
> etanol > benceno, mientras que
para el crecimiento diametral del
hongo de pudricién blanca, el orden
del disolvente fue benceno > acetona
> etanol > metanol > tolueno.

El metanol resulté un disolvente ade-
cuado para la obtencion de extracto
crudo con actividad antifingica a
partir de la corteza de Pinus caribaea
Morelet var. hondurensis, con una
concentracion minima inhibitoria
del 0,5% para Gloeophyllum trabeum
y Trametes versicolor.

La utilizacion del extracto meta-
nolico de la corteza de pino caribe
(Pinus caribaea Morelet var. hondu-
rensis Barret & Golfari) para aumen-
tar la durabilidad natural de la ma-
dera de pino permite afirmar que
ese material contiene compuestos
biol6gicamente activos contra
microorganismos causantes del de-
terioro de la madera.
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