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Resumen

Este estudio tiene el propdsito de obte-
ner parte de la informacién necesaria
para evaluar el uso potencial del liqui-
do pirolefioso, que se produce como
subproducto de la carbonizacién en la
madera, en el campo de la preserva-
cion de la madera. Para ello, se evalua-
ron propiedades fungicidas y antiter-
miticas del liquido pirolefioso.

Con respecto a las propiedades fungi-
cidas, pruebas micologicas in vitro pa-
recen indicar un nivel de toxicidad
adecuado del liquido pirolenoso frente
a hongos pudridores de madera, simi-
lar al encontrado en informes de la li-
teratura. A pesar de que también se
realizaron pruebas in vivo, para eva-
luar la eficiencia fungicida del liquido
pirolefioso, un problema de contami-
nacion impidié sacar conclusiones so-
bre su nivel de toxicidad.

En relacion con las propiedades anti-
termiticas del liquido pirolenoso, se
demostré que las muestras de madera
preservada con ese liquido mediante el
método de baiio caliente y frio, tuvie-
ron una regular proteccion ante el ata-
que de insectos.
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destructores de madera, que atacan y
desintegran la pared celular para ali-
mentarse, y las manchas de madera o
mohos, que utilizan materiales ali-
menticios almacenados en las cavida-
des celulares y tienen muy poco efec-
to desintegrante.

Hongos destructores de
la madera

Aunque existe una amplia variedad de
hongos capaces de producir podre-
dumbre, ésta es principalmente de dos
clases: pudricién blanca y pudricién
café, que se diferencian por el color y
la naturaleza del ataque durante las
etapas iniciales e intermedias del pro-
ceso. En Ia pudricion café, los carbo-
hidratos son atacados preferentemente
y la lignina es poco afectada. La pudri-
cion blanca o “corrosiva” consume a
los carbohidratos y a la lignina (1).

Carranza y Sdenz (2) reportan al me-
nos ciento setenta y nueve especies de
hongos que atacan la madera en Costa
Rica. La seleccién de los hongos que
se emplearon en este estudio se hizo
con base en la recomendacion de la
Dra. Julieta Carranza, de la Universi-
dad de Costa Rica, de que quedaran re-
presentados estos tipos de pudricion.
Asi los hongos Earliella scabrosa, He-
xagonia hydnoides y Trametes versico-
lor producen pudricién blanca, y el
Phellinus gilvus, pudricién café (Julie-
ta Carranza, comunicacién personal).

Insectos

Ademas de los defoliadores: gorgojos,
escarabajos y otros insectos que de-
predan los drboles, existen muchos in-
sectos barrenadores que causan gran-
des pérdidas. Algunos de estos infec-
tan tanto al drbol vivo como a los dr-
boles muertos y también dafian trozas
de madera, madera aserrada, madera

en servicio, etc. La albura y el dura-

men son igualmente susceptibles, lo
mismo que las especies coniferas y la-
tifoleadas. El dafio principal consiste
en agujeros pequefios profundos pro-
ducidos por el barrenado de las larvas.
Las termitas pueden ser problema en
los patios de madera y en los edificios
u otras estructuras debido a que usan
la madera como refugio y fuente de
alimentacion (1).

Barrenadores marinos

Los barrenadores marinos son molus-
cos y crustaceos de agua salada que
producen gran dano en estructuras de
madera sumergida. o bien en partes de
madera expuestas a ambientes salinos.
Algunas maderas tropicales tienen du-
ramenes que son especialmente resis-
tentes al ataque de barrenadores mari-
nos (1).

Preservacion de la
madera

La madera puede ser protegida del
ataque de hongos pudridores, de in-
sectos dafiinos, o de barrenadores ma-
rinos, si se le aplican ciertos produc-
tos quimicos como preservantes. El
grado de proteccion obtenido depende
de la clase de producto empleado y de
que se alcancen los grados de penetra-
cion y retencién adecuados. Algunos
son mas efectivos que otros, y se
adaptan mejor a ciertos requerimien-
tos de uso. La madera puede ser bien
protegida, solo cuando las sustancias
la penetran y algunos métodos de tra-
tamiento aseguran una mejor penetra-
cion que otros. También existe dife-
rencia en las diversas especies de ma-
deras en cuanto a la capacidad de ser
tratadas particularmente en su dura-
men. que generalmente es mas dificil
de tratar que la albura.

Los buenos preservantes, aplicados
con retenciones estandar y con niveles
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satisfactorios de penetracion, aumen-
tan significativamente la vida de las
estructuras de madera, frecuentemen-
le unas cinco o mds veces. Sobre esta
base, ¢l costo anual de la madera tra-
tada en servicio es mucho mds bajo
que el de la madera similar sin trata-
miento (3).

Taylor (4) sefiala que, prdcticamente
en todos los paises de Latinoamérica,
existe interés en la preservacién de la
madera, y que la mayoria de las plan-
tas de tratamiento son pequefias; esta-
blecidas para servir mercados de ma-
dera aserrada o bien de postes para
tendido eléctrico o telefénico.

Tipos de preservantes
de madera

Los preservantes de madera se clasifi-
can en dos grandes categorias, los
oleosolubles (aceites como la ceroso-
ta, disoluciones de pentaclorofenol en
aceites como el diesel y alquitrdn de
madera) y los acuosolubles (sales so-
lubles en agua que se aplican como di-
soluciones acuosas) (3).

Alquitran de madera como
preservante

La destilacion destructiva de la made-
ra o carbonizacién produce gran varie-
dad de sustancias quimicas, entre ellas
acido acético, alcohol de madera, etc.
El alquitrdn de coniferas ha sido usado
extensivamente para la preservacion
de cuerdas y velas de barcos y también
para tratar heridas de drboles. Desde
hace mucho tiempo se sabe que es
fuertemente antiséptico y en los paises
desarrollados se han usado pequefias
cantidades para preservar maderas, al-
gunas veces mezcladas con alquitrdn
de carbén mineral y cerosota.

En Estados Unidos la industria de pre-

servacion es de gran escala. Gjovik 3

Micklewright xcportan

mercados para més de §( ej
pies cibicos de mddera :
mayoria proviene de 4rha
calidad, trozas que no SO
para usos de mayor vajop,
que no tendrian otra ytjjg
servar (5). En este caso Ja
de alquitrdn de madera ha
ficientes para desarrol) ‘
gran escala (6).

En aquellos paises dop
es barata y abundante, es |
ble que el alquitrdn de
do para preservar made
£0, en paises como Costg
la cerosota debe ser impd
quitrdn de madera podria
como preservante (6,7,8) -
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propiedades fungicidas ¥
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igual de efectivos quel
respecto. Por lo tanto,
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(subproductos de la cas
la madera) en el campé
cion de maderas, ya s€
tos totales o pdrClaleS
vantes oleosolubles 51

Liquido pirolenoso
El liquido pirolenoso
compleja, liquida a
biente y poco estable
neralmente estd cons




ses, una acuosa y una organica, que se
satura una en la otra formando una
mezcla liquida heterogénea.

Este liquido es la materia prima mds co-
nocida por la alquimia artesanal, por lo
gue muchos investigadores se han inte-
resado en conocer en detalle su compo-
sicion. Recientemente ha sido posible
describir mejor su compleja composi-
cion. Asi, diferentes autores, trabajando
especialmente con maderas de zonas
templadas, han demostrado que la com-
posicion de los “liquidos™ pirolefiosos,
varfa con la materia prima y con el mo-
do de carbonizaciéon. Los productos
descritos en la literatura pertenecen a
los siguientes tipos de compuestos: al-
coholes, cetonas, aldehidos, dcidos car-
boxilicos, compuestos aromdticos y
compuestos heterociclicos (9,10,11,12).

Vergnet y Villeneuve (12) mencionan
diversos estudios que describen en de-
talle la composicion de diferentes li-
quidos pirolefiosos obtenidos en con-
diciones particulares.

Los productos identificados pueden
ser econOmicamente interesantes de
acuerdo con su proporcién relativa, o

al contrario, en términos de lo poco
comunes que sean.

Es posible obtener del liquido pirole-
foso, dcido acético y metanol en canti-
dades no despreciables, el dcido formi-
co presente también puede ser de inte-
rés. Estos productos son extraidos por
destilacion del liquido; sin embargo,
industrialmente son preferibles los
productos de sintesis quimica debido al
alto costo energético de la destilacion
del liquido pirolenoso y de la rentabili-
dad marginal en paises desarrollados.

En los altimos anos, se han realizado
proyectos que tienen como objetivo
utilizar el metanol y el etanol recupe-
rados, como aditivos de carburantes;
sin embargo, las técnicas recomenda-
das para su obtencién son por via pi-
rolisis.

Actualmente, una de las formas de va-
lorizacion mas rentable, es la de recu-
perar compuestos complejos que, en
su mayoria, tienen uso en medicina
veterinaria y como aditivos en la in-
dustria alimenticia (12).

El siguiente cuadro resume los consti-
tuyentes mayoritarios presentes en el

: Cuadro 1
Constituyentes mayoritarios del liquido pirolefioso (7)

LiQuIDO PIROLENOSO (40-60%)

ACIDO PIROLENOSO

(35-45%)
Componente %
Acetona 0,1 -0,15
Acetato de metilo 0,1-0,3
Acetato de etilo 0,1
Metanol 0,5 -1
Etanol <0,5
Acido acético 1 5
Acido propiénico <0,1
Acido férmico <0,1
Acidos superiores <0,2

(Todos los valores en % de madera seca)

ASFALTOS

(5-20%)
Componente %
Monofenoles 0,2-1
Guayacol 0,1-1
Cresol 0,4-1
Brea 4 -9
Resina (pinos resinosos) 20 -6
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liquido pirolefioso, y su proporcion, de
acuerdo con el reporte de Vergnet y Vi-

lleneuve (12).

Es importante destacar que, sea cual
sea la madera o mezcla de maderas
empleadas en la pirdlisis, la composi-
cién cualitativa del liquido pirolenoso
es la misma, o sea, se encuentran los
mismos constituyentes. El andlisis
cuantitativo. sin embargo. revela algu-
nas diferencias puesto que los rendi-
mientos totales en pirolefiosos no son

idénticos para todas las especies (11).

Petroff y Doat (10) concluyeron que la
cantidad de dcido acético y de acetato
de metilo aumentan, cuando la madera
carbonizada tiene un alto contenido de
pentosanas, mientras que las maderas
ricas en lignina producirdn menos dci-
do acético y las maderas ricas en ex-
tracto alcohol-benceno dardn menos
metanol. Aparentemente las maderas
con alto contenido de lignina produci-
ran un rendimiento maximo de guaya-
col, fenol y cresoles.

Ademds de la utilizacion de los quimi-
cos presentes en el liquido pirolenoso,
existen reportes de posibles utilizacio-
nes menos sofisticadas del mismo, co-
mo por ejemplo: (12,13)

— En la produccién ip
gia, los asfaltos pued
tados en el circuito da!

— En la produccién 3
gia. la combustién dige
quitranes decantadog, §

— En la preservacién de g
cubrimiento de las pi;
ger con una mezcla §

quemado. :

Estas opciones parecep

viables para un pais cofrT
ya que implican el uso, @
to. del liquido pirolefios
dios sobre utilizaciones
cadas de este liquido pas
aproximacion mds adecy
blema del uso de los subf
la carbonizacion. i
Definicion del
problema

De acuerdo con la Me u
tica del Sector Energia3
duccién y consumo de c8
en Costa Rica, asf como#§
te en toneladas métric
afios 84, 85. 86, y 87 af
cuadro 2. 4

Produccion y con

Nota: Los datos de toneladas métricas se
TJ/1.000 Tm (14)

Cuadro 2

ARNO ProbucciON

TJ ™ Ad
1984 470 17.273 311
1985 418 15.362 391
1986 358 131567 358
1987 384 13.745 374

sumo de carbén vegetal

calcularon empleando el valor e
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La produccién total de energia para
1987 fue de 69.245 terajoules, de lo
cual se deriva que la contribucion por-
centual de carbon vegetal (0,5%) fue
poco significativa. Sin embargo, con-
siderando las politicas del Plan Nacio-
nal de Energta. de impulsar y desarro-
Har las tecnologias de produccion de
carbon vegetal, se perfila como una
actividad de regular importancia en
Costa Rica en la que participan dife-
rentes empresas publicas y privadas,
entre cllas, Coopeindio, Corporacién
de Desarrollo Forestal (CODEFOR-
SA), Corporacion Forestal Sarapiqui
S.A. (COFORSA), Centro Agricola
Cantonal de Hojancha (CACH), Lach-

B
i

e modo que existe, al menos poten

cialmente, una fuente importante de li-
quido pirolenoso, rico en compuestos
quimicos, cuya utilizacion en la actua-

,

lidad es practicamente nula.

Considerando la dificultad de separar

los compuestos guimicos presentes en
el liquido pirolefioso. el alto costo de
los preservantes sintéticos oleosolu-
bles. y dado que existen informes en la
literatura sobre el uso de la fraccidn
organica del liquido pirolenoso (aceite
pirolenoso) como agente preservante
(1,6.8,15) se considera oportuno eva-
luar las caracteristicas preservantes y
la estabilidad del aceite pirolefioso ob-
tenido por pirdlisis de madera.

Por lo anterior, en este estudio se eva-
luaron en forma preliminar la eficien-
cia fungicida y la eficiencia antitermi-
tica del aceite pirolenoso.

Materiales y métodos

Materiales

Los materiales empleados en este es-
tudio incluyen:

2.1.1. El liquido pirolefioso, cuya efi-
ciencia fungicida antitermitica, fue
evaluada.

2.1.2. Los hongos pudridores de made-
ra que se usaron en experimentos in vi-
tro e in vivo para evaluar la eficiencia
fungicida del liguido piroleioso.

2.1.3. Las maderas de prueba que se
'=mpk iron en los experimentos i vivo

e eficiencia funguicida.

2.1.4. Las termitas que se utilizaron en
las pruebas de eficiencia antitermitica
del liquido pirolefnoso.

Liquido pirolefioso

El liquido pirolefioso empleado en es-
te estudio, es un producto comercial
que se vende como preservante y pro-
viene de la carbonizacién en hornos de
olmena de 13 metros ctibicos de ca-
pacidad, de especies de la zona norte
de Costa Rica como: pilon, siete cue-
ros, yema de huevo y laurel. Este li-
quido tuvo un periodo de almacena-

micnto de al menos dieciocho meses

En contraste con informes de la litera-
tura que describen la separacion. por
centrifugacion de la fraccion orgdnica
y del agua del liquido pirolefioso, en
este estudio se empleo el liguido piro-
lefoso tal como se obtiene de la carbo-
nizacion y tal como se vende. que es
una emulsion de los componentes or-

ganicos y del agua.

Hongos pudridores de
madera

Carranza y Sdenz (16) mencionan que
en la literatura se ha informado sobre
ciento setenta y nueve especies de
hongos que atacan la madera en Costa
Rica. De esas especies, ciento ocho
pertenecen a la familia Polyporaceae,
sobre la cual se han realizado muy po-

cos estudios.
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Colecta de hongos

Basandose en la recomendacién ori-
ginal de la Dra. Julieta Carranza, de
la Universidad de Costa Rica, sobre
la seleccion de hongos, se traté de co-
lectar muestras de los siguientes cua-
tro: Earliela scabrosa, Hexagonia
hydnoides, Trametes versicolor y
Phellinus gilvus, pero s6lo dos de
esos hongos fueron colectados: Hexa-
gonia hydnoides y Phellinus gilvus.
Ademads se recogieron otras especies
importantes de hongos destructores
de madera. Ver cuadro 4 en la seccion

de Métodos.

Dadas las dificultades de colectar y
aislar los hongos originalmente pla-
neados, se decidid, con la asesoria de
la Dra. Carranza, trabajar con los si-
guientes hongos, que si se pudieron
colectar y aislar: Coriolopsis polizona,
Fomitella supina, Pycnoporus sangui-
neus, Trametes villosa, Laetiporus
silphureus.

Las maderas de prueba para
evaluar la eficiencia fungicida
del liquido pirolefioso

Con el propésito de cubrir un ambi-
to de maderas que fuera desde poco re-
sistentes hasta muy resistentes al ata-
que de hongos pudridores, se emplea-
ron muestras de las siguientes especies
(ver cuadro 3):

Considerando la diferepg
tencia entre la alburg yeld
exhiben las especies de
muy resistentes (17), en 1
teca y laurel se evaluarop §
duramen separadamente, f
ceiba se evaluaron sin difg

antitermitica del liquig
pirolefoso 3

Las termitas fueron colecf
zas de madera en servici:
de Turrialba, incluyendo @
dados. I‘)C\ul'«»rmnadame
dos no sobrevivieron a la:

del laboratorio.

Métodos

Los métodos empleados @

dio incluyen:

—2.2.1. Métodos de coles
cacion y aislamiento deé
pudridores de madera.

—2.2.2. Métodos para ¥
ciencia fungicida del I
10s0. i

—2.2.3. Método para e¥
ciencia antitermitica dé

rolenoso.

Cuadro 3
Nombre cientifico y comiin de las especies de madera €

NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN CATE

Tectona grandis Teca
Cordia alliodora Laurel
Alnus acuminata Jaul
Ceiba pentandra Ceiba

Muy
Resi
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s Para realizar la colecta se realizé una
Métodos de colecta, HIZAT Jo COER

identificacion y aislamiento
de los hongos pudridores de
madera

inspeccién general del sitio, para ob-
servar el espécimen, tomando en cuen-
ta su abundancia y el sustrato donde se
encontraba, ya fuera un drbol vivo, 0

un tronco o ramas e 5C sicion.
Colecta de los hongos i ramas en descomposic

Los sitios de colecta generalmente se Mas tarde, con una cuchilla se cortaba
ubicaron dentro del cantén de Turrial- el hongo de manera que trajera consi-
ba, que fue una de las zonas recomen- £0 un trozo de sustrato y se colocaba
dadas por la Dra. Carranza. en una bolsa de papel identificada con
Cuadro 4 »
de los datos de los hongos colectados segin su numero de colecta, fecha, sustrato y localidad
# COLECTA  FECHA SUSTRATO LOCALIDAD
1-89 7-10-89  Sobre “chancho colorado en descomposicion Turrialba, Centro
2-89 21-10-89 Sobre angiosperma en descomposicion Cafetales La Margot,
Turrialba
3-89 21-10-89 Sobre angiosperma en descomposicion Cafetales La Margot,
Turrialba
4 -89 21-10-89 Sobre angiosperma en descomposicion Hacienda Azul,
Turrialba
5-89 21-10-89 Sobre angiosperma en descomposicién Hacienda Azul,
Turrialba
6-89 27-10-89 Sobre angiosperma en descomposicion Distrito Santa Teresita,
Turrialba
7 -89 8-11-89 Sobre angiosperma en descomposicion Hacienda El Torito,
Turrialba
8 -89 8-11-89  Sobre eucalipto vivo y troncos muertos Hacienda El Torito,
Turrialba
11-90 25-2-90 Sobre angiosperma en descomposicion Localidad de Guayabo,
Turrialba
12 -90 25-2-90 Sobre angiosperma en descomposicion Localidad de Guayabo,
Turrialba
191 -8€ 19-8-86 Creciendo sobre eucalipto vivo Ciudad Universitaria

Rodrigo Facio,
San Pedro

180 debio se adc Micologia de la Universidad de Costa Rica. La muestra es jad del Her
; B Biologia y fue ¢ 2. Carranza debido a que fue totalmente imposible colectar un hongo que
Bmbre caie 1gOS COl€ ucian “podredumbre blanca”. La muestra de este hongo (191-86) fue cedida sin
fdecir, se debi | \l que se trabajo con las demas muestras.

pie

ujera
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un ntmero de muestra y con la fecha
de colecta. En todos los casos se ano-
taron las siguientes caracteristicas: ti-
po de sustrato, sitio donde se realizo la
colecta, fecha y el nimero establecido
de muestra. Las muestras en bolsas de
papel se colocaron en una bolsa de
plastico grande, y posteriormente fue-
ron trasladadas al laboratorio para
identificarlas. La identificacion fue
realizada por la Dra. Carranza.

En el cuadro 4 aparecen los hongos
colectados, su nimero de colecta (ni-
mero de muestra y colecta), fecha, tipo
de sustrato y sitio donde fue colectado.

Aislamiento de los hongos
pudridores de la madera

Preparacion de medios de cultivo

La preparacién de los medios de culti-

vo es estdndar e incluye cuatro etapas:

— Determinacion de la masa de los com-

ponentes del medio de cultivo.

— Disolucién en la cantidad requerida
de agua destilada.

— Distribucion del medio en cajas de

petri o tubos de ensayo.
Esterilizacion.

Debido a que los medios se preparan
para el crecimiento de hongos en culu-
vOs puros, todos los microorganismos.
excepto el que va a crecer. se deben ex-
cluir. Para esto es necesario esterilizar
el medio en una autoclave por 15 6 20
minutos a 125°C y 103 kilopascales de
presion. Toda la cristaleria. incluyendo
las cajas de petri, debe esterilizarse en
un autoclave. El llenado (chorreado) de
las cajas de petri debe levarse a cabo
en condiciones estrictas de limpieza.
Se colocan las cajas de petri en la me-
sa, luego se toma el erlemeyer u otro
recipiente que contiene el medio de
cultivo, se le quita el algodén (tapon).

se pasa la abertura del erlemeyer por la

AJO 4
N

[lama de un mechero o
cohol; se levanta un ladg}
petri justamente lo neceg
sertar la apertura del recipg
el medio en la caja, se tag
mente y se mueve para q'
bra todo el fondo. Antes
jas de petri se dejan enfy
medio endurezca.

Medios de cultivo utilizag ‘

Para el aislamiento de log K
lizaron dos tipos de meds
Inicialmente se prepard ¢

-Agar

-Malta

-Agua destilada
-Benomil

-Cefalexina

Este medio contiene la o8
mo antibiético de amp
ra evitar el desarrollo del
benomil como fungicid®
crecimiento de hong
que inhiben a los b
(hongos de podredumbsé

Durante ei segundo mes§
cambiar el antibiético @&
que hubo una prolifers
rias. Los antibidticos adl
ricidas. poscen un am,
tiftngico (17). A pesd
cantidad de bacterias ¥
risticas antifingicas 4@
cos. uno de los hongos
losa (2-89). logré des
factoriamente, quizd @
resistencia frente al @

En este caso se prepas
con las mismas cantié
cionadas, pero s€ ag
de antibiotico. ya g
hongos resultaron M
primero. lo cual inhi

de al menos seis dé




La ampicilina es un producto bacteri-
cida de amplio espectro que funciona
para bacterias Gram Negativas vy
Gram Positivas. Con esta sustancia y
con el fungicida benomil, se logro ais-
lar el hongo Fomitella supina: todos
los demds hongos se inhibieron total-
mente y en su lugar surgieron agentes
contaminantes. Se continuaron sem-
brando los hongos en este medio, pe-
ro ninguno dio resultados positivos.
Una posible explicacion a lo anterior
es que el antibiético o el fungicida de
alguna forma estaban influyendo fuer-
temente en el desarrollo de los basi-
diomycetes, es decir, estarian causan-
do cierta inhibicién, que permitia el
desarrollo de otros hongos imperfec-
tos y bacterias.

Tomando como base de posible expli-
cacion lo anterior, se procedié a probar
el medio de cultivo llamado malta-
agar, sin antibiético ni fungicida.

El medio malta-agar contiene:
—Extracto de malta 20¢g
—Agar 15¢

—Agua destilada 1.000 ml

Las pruebas con este medio fueron
bastante satisfactorias, ya que permitio
el crecimiento de tres hongos mads:
Coriolopsis polyzona, Pycnoporus

sanguineus 'y Laetiporus sulphureus.

En resumen, el medio que dio mejores
resultados fue el malta-agar, aunque
los dos son bastante utilizados.

El malta-agar fue mejor en este caso
particular, tal vez porque no contenia
sustancias que de una u otra forma pu-
dieran inhibir el desarrollo de un basi-
diomycetes.

Cultivo de los hongos aislados
Para llevar a cabo la siembra de ca-

da hongo. se coge una navajilla y se

P - A ~ - vt b ey
corta un trozo del cucrpo fructifero

que posee esporas, ademds se corta un
pequefio trozo del sustrato donde se
halla el hongo ya que éste posee mice-
lio, que puede extenderse sobre el me-
dio de cultivo. Con unas pinzas de
punta fina previamente esterilizadas se
toman los trocitos del hongo y del sus-
trato y se colocan en el medio de cul-
tivo. Se siembran dos cajas de petri
por cada hongo.

Esto se hizo aproximadamente cada
cuatro dias, cuando no se observo cre-
cimiento micelial sino que unicamente
se hallaban organismos contaminantes.
Las cajas de petri se guardaron en bol-
sas plasticas y se colocaron en la incu-
badora, aproximadamente a 24°C.

Observacion al microscopio

En general la presencia de fibulas o hi-
fas muy visibles es una caracteristicas
de los basidiomycetes (hongos pudri-
dores) y sirve para identificar a los
miembros de la subdivision Basi-
diomycotina.

Para tener plena seguridad al dese-
char una caja de petri con medio de
cultivo, ésta debe ser observada ex-
haustivamente. Si no se esta seguro,
se toma micelio, sea de un organismo
contaminante o no, y se monta sobre
un portaobjetos, se le agrega una di-
solucién de hidroxido de potasio al
3% para dilatar las hifas y hacerlas
mas visibles; se coloca un cubreobje-
tos y se observa al microscopio. El
anterior procedimiento al microsco-
pio. se debe realizar diariamente vy
varias veces dentro de una misma ca-

ja de petri; esto, para asegurarse de

que no presente crecimiento micelial,
antes de desecharla.

Identificacion de los hongos
en el laboratorio

Las muestras colectadas en el campa

descritas en el cuadro 4. se llevaron al

Yol. 16; N° 1. 97



98

laboratorio de Micologia de la Univer-
sidad de Costa Rica donde los hongos
fueron identificados con la asesoria de
la Dra. Carranza. Los nombres cienti-
ficos se anotaron junto con el nimero
de colecta de hongo. Luego los hongos
fueron sembrados en cajas de petri con
un medio de cultivo adecuado para su
aislamiento.

Medida del crecimiento micelial

Los hongos aislados se sembraron so-
bre un medio de malta-agar en cajas
de petri, en cuyo envés fue marcado
un punto en el centro, a partir del cual
se midi6 el crecimiento radial del
hongo. Se inocularon dos cajas de pe-
tri por cada hongo: el indculo se colo-
cO en el centro de la caja de manera
que coincidiera con el punto marcado
en el envés de las cajas. Las medicio-
nes se realizaron diariamente por
quince dias, utilizando una regla cali-
brada en milimetros. El cuadro 5 pre-
senta los resultados obtenidos cada
dos dias.

Métodos para evajys
eficiencia fungicida ¢
liquido pirolefiosg

La eficiencia funguicigas
para inhibir el desarrojf
pudridores de madera, eg
la evaluacién de lag p .
servantes de una sustanci
tudio fue evaluada por m
tipos de experimentos,

Experimentos en cajas .'
pruebas in vitro 3

Experimentos con made .
in vivo

Experimentos en cajas da
pruebas in vitro '

La toxicidad del h’quido;
hongos pudridores de mad
luada por medio de la pr#
en la cual, pequefias canf
quido pirolefioso se agre
dio nutritivo de malta-a
nd la cantidad minima
inhibir el crecimiento de I

cualquier sustancia.

Cuadro 5
Crecimiento micelial promedio en milimetros cada d
de cinco hongos que crecen sobre malta-aga

HoNnGgos CRECIMIENTO MICELIAL PROMEDIO EN MM
2 4

Trametes villosa 2,0 7,0

Coriolopsis polyzona 1,0 5.5

Pycnoporus sanguineus 2,0 7,0

Fomitella supina 1,0 6,0

Laetiporus suphureus 1.5 55

Nota: Los datos de este cuadro describen el patrén de crecimiento de
aislados sin ninguna inhibicion. De modo que su importancia rad
permite establecer, por comparacién de crecimiento, el grado de I

6 8
12,0+ 185
10,5 16,0
13,0 195

95 155

g5 165 ®
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Se emplearon los hongos pudridores
de madera: Coriolopsis polizona, Fo-
mitella supina, Pycnoporus sangui-
neus y Trametes villosa, todos de pu-
dricién blanca. El hongo Laetiporus
sulphureus, de pudricién café, no se
incluyd, pues se contamind sertamen-
te y, a pesar de los esfuerzos realiza-
dos, no fue posible purificarlo.

Ademads, como sistema de compara-
cion, se empleo el preservante comer-

cial cerosota.

Experimentos con madera o
pruebas in vivo

Las pruebas fungicidas en madera se
realizaron sometiendo pequefios blo-
ques de madera (2,5cm x 2,5cmx 2,5
cm) impregnados con el liquido piro-
lenoso (método de baio caliente y
frio), secos y de masa conocida, al ata-
que de hongos pudridores de madera,
que crecen activamente en frascos de
vidrio de boca ancha en un medio de
malta-agar. Después de un periodo de
exposicion de 16 semanas. bajo condi-
ciones controladas, se esperaba exami-
nar los bloques y determinar el grado
de ataque de los hongos por medio de
la pérdida de peso seco.

Se emplearon frascos de vidrio esteri-
lizados de boca ancha (5 cm) y rectan-
gular (6 ecm x 6 cm x 15 c¢m), con ta-
pas de metal sin empaque de carton.
Se les agregd el medio de cultivo de
malta-agar, preparado y esterilizado,
como se describié en la seccién de
aislamiento de los hongos (2.2.1.2).
La cantidad agregada es la necesaria
para que. cuando el frasco se coloca
acostado e inclinado, se cubra la ma-
yor superficie posible en la botella.
Los frascos inclinados se dejan repo-
sar por dos horas, se colocan en gru-
pos de tres en bolsas plasticas y se
guardan en la refrigeradora hasta el

momento de fa inoculacion.

Luego se toma el indculo que consiste
de trozos de malta-agar con micelio
del hongo, procedente de cajas de pe-
tri que contienen los hongos aislados y
con una asa estéril se inocula cada una
de las botellas.

Los frascos ya inoculados y con sus ta-
pas flojas a un cuarto de vuelta. se co-
locaron en una incubadora a 28°C,
hasta que el hongo creciera. Finalmen-
te se colocaron los bloques de madera
que se iban a probar.

Al i1gual que en el caso de las pruebas
in vitro, en estas pruebas in vivo, se
utilizé también el preservante comer-
cial creosota, como sistema de compa-
racion.

Se realizaron pruebas por triplicado pa-
ra muestras diferenciadas de albura y
duramen de teca y laurel, y para mues-
tras no diferenciadas de jaul y ceiba.

Como muestras testigo o blanco, se
expusieron bloques de madera sin nin-
glin tratamiento y sin ningin hongo, a
las condiciones generales de la prueba.
para observar la variacion que sufre la
madera en forma natural. En este caso,
se coloca un portaobjetos esterilizado
sobre el medio de malta-agar y, con
pinzas esterilizadas, se introducen los
blogues de madera al frasco de vidrio.
En cada uno de los tres frascos se co-
locaron dos bloques diferenciados de
albura y duramen de teca y laurel. En
el caso de jaudl y ceiba, en cada uno de
los frascos, se colocaron dos blogues
de madera sin diferenciar.

Preservacion de las
muestras de madera (18)

La preservacion de las muestras de
madera se realizo sumergiendo los
bloques de ese material en medio del
liquido pirolefioso a una temperatura
de 80°C durante seis horas, luego se
dejaron enfriar en ese medio sin calen-

t o i o - .y
tar. durante doce horas.
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Durante el periodo inicial de seis ho-
ras, el aire contenido en las células de
la madera se dilata bajo la accion del
calor y es parcialmente expulsado. En
el lapso de enfriamiento, el aire de las
células se contrae, generando asi una
succion suplementaria de producto ha-
cia el interior de la madera.

Método para evaluar la
eficiencia antitermitica del
liquido pirolenoso

Se evalud la eficiencia antitermitica
del liquido pirolefioso frente a termitas
colectadas en la zona de Turrialba, de
acuerdo con el estandar IPT 1157 Par-
te D D2 (IPT) (19).

Se expusieron pares de probetas de
madera de jadl (2,3 cm x 0.6 cm x 7,0
cm) preservada con liquido piroleioso
y sin preservar, a la accién de cuaren-
ta termitas obreros. El estdndar esta-
blecia treinta y ocho obreros y dos sol-
dados; sin embargo, las termitas solda-
dos colectadas no sobrevivieron en el
laboratorio.

Las probetas se unieron entre si en pa-
res por las aristas de 7.0 cm y sobre
ellas, en la parte central, se fijaron
mangas de vidrio (frascos de vidrio in-
vertido), dentro de las cuales se colo-
caron las termitas.

Se montaron seis de esos conjuntos en
cada uno de los casos: madera preser-
vada y sin preservar.

De acuerdo con el estdndar, la exposi-
cion de los conjuntos a las termitas,
debe ser de cuarenta y cinco dias a
27°C. En este caso, el periodo de ex-
posicién se modificé a cuarenta dias
también a 27°C.

Preservacion de las
muestras de madera

Al igual que en el caso de las pruebas
in vitro anteriores, se empled el méto-
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rus sanguineus y Trametes villosa. A
estas altas concentraciones se observé
una contaminacion excesiva de los
medios de cultivo. Ademads, posible-
mente por lo significativo del factor de
dilucion, no fue posible que el medio
solidificara.

Luego se ensayaron concentraciones
de 0.5; 1.0: 1,5; 2,0; 2,5 por ciento vo-
lumen por volumen de liquido pirole-
noso, las cuales permitieron el creci-
miento vigoroso de los hongos de
prueba. También se observé contami-
nacion de los cultivos, pero en mucho
menor grado que en el caso anterior.

Habiéndose probado concentraciones
muy altas y muy bajas, se procedi6 fi-
nalmente a probar concentraciones de
3.0: 3.5: 4,0; 4.5 por ciento volumen
por volumen de liquido pirolefioso )
se observo que los hongos Coriolopsis
polizona y Fomitella supina no crecie-
ron en las concentraciones probadas,
mientras que los hongos Pyconoporis
sanguineus y Trametes villosa se desa-
rrollaron débilmente a concentracio-
nes de 3.5 por ciento pero ya no cre-

cieron a concentraciones de 4 por
ciento.

El cuadro 6 resume los resultados ob-
tenidos:

El desarrollo de los hongos fue evalua-
do por una estimacion diaria de la me-
dida de crecimiento del micelio en el
medio de cultivo con liquido pirolefio-
$0, en comparacion con valores de re-
ferencia de la medida del crecimiento
del micelio (cuadro 5, Seccién
Ry 50 S B Y

Como sistema de comparacién, se hi-
cieron ensayos paralelos empleando
creosota comercial, un preservante con
una eficiencia fungicida comparable
con la de la fraccion orgédnica del li-
quido pirolenoso, deacuerdo con la li-
teratura (6). Se encontré que en la pro-
porcion de 0.1 porciento volumen de
creosota por volumen de medio de cul-
tivo, todos los hongos crecieron lenta-
mente al principio, pero semanas des-
pué€s su crecimiento fue normal. En es-
tas pruebas los hongos permanecieron
expuestos también por seis semanas.

Cuadro 6

Desarrollo de cuatro hongos pudridores de madera en cajas de petri utilizando
diferentes concentraciones de liquido pirolefioso por seis semanas

CONCENTRACION DEL LiQUIDO PIROLENOSO (%V/V)

0,5 10 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 40 45 5,0 0,0 15,0

. + - + + - - - - - - -
- - - + + - . - - - - -
- - + = - < - - - - - -
- - + + + - + - - g . -

fécimiento del hongo a partir de la segunda o tercera semana aproximadamente después de sembrado.
PO Crecimiento del hongo al cabo de seis semanas.
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Esta comparacion con creosota, debe
considerarse con reserva debido a que:

— A pesar de que se utilizé aceite mi-
neral como disolvente de incorpora-
cién al medio de cultivo, ia distribu-
cién de la creosota no fue uniforme,
sino que se concentrd en ciertas zo-
nas de las cajas de petri.

— Se duda de la calidad de la creosota
empleada, que fue comprada a un
proveedor en ( osta Rica, porque se-
gtin informes de la literatura, la ver-
dadera creosota, aun a niveles de
concentracion tan bajos como el em-
pleado (0,1 por ciento), es altamente

téxica a los hongos pudridores d

(3

madera.

Los valores de concentracion del Hqui-
do pirolefioso con respecto al medio
de cultivo, corresponden a los milili-
tros del qulido pirolefioso total inclu-
yendo la fase orgdnica: asfaltos y fase
acidica y fase acuosa. De manera que,
para poder comparar estos valores con
los que aparecen en la literatura, que
emplean exclusivamente la fase orga-
nica para realizar los experimentos in
vitro, es necesario convertir los valores
de porcentaje del liquido pirolefoso
total en valores de porcentaje de la
fraccién organica. Suponiendo un am-
bito de concentracion del 40 al 65%

para la fraccion Orgz’mi
con la literatura (6,7,9,{
rando los limites de toxi
4% logrados en el cuadrg
obtener el cuadro 7, qu
dmbitos de valores de taf
fraccion orgdnica del liqd
so frente a varios hong

de la madera.

Los valores de toxicidad
se realizaron en términ’
de! pirolenoso total, que
mililitros de fraccion org
mililitros de medio. '
aparecen en la lueratura
08. 0,16% grang
gdnica por 100 mililitrog)
(0.1-0.75% gramos de'
por 100 gramos de medig

dos dux.

Comparando directames
arriba mencionados, ta]:
cen otros autores, es pe
con base en estos exper
tro, que el liquido pirolé§
do en este estudio presef
toxicidad adecuado fret
gos de prueba.

Obviamente, después @
preliminar, deben
mentos in vivo, dadod
verd en la seccién sij
posible en este estu

(40-65% del L.P.T.)

L.P.T. = liquido pirolefioso total.

Cuadro 7
Valores téxicos del liquido pirolefioso calculados co
de la fraccién orgéanica por 100 mi del medio de ¢l

\VVALORES DE TOXICIDAD FRENTE AL:

Fomitella

0,01-0,02

PRESERVANTES
Cariolopsis
Polizona
Fracccion orgéanica
del liquido pirolefioso 0,01-0,02

supina
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les. Ademds, es necesa-
xperimentos del tipo ce-
e estacas, que permitan
esta toxicidad preliminar

o, deben realizarse estu-
Bacidad de impregnacion de
Enaderas, con el propdsito
3 ar si absorberdn de un 3 a
fquido pirolefioso total.

dos y discusion de los
entos con maderas o

5 in Vivo

:mencion(i en la seccidn de
: 2.2.2, el periodo de exposi-
Bos blogues de madera a los
Badridores originalmente pla-
': de dieciséis semanas. Sin

fen la pérdida de gran canti-
rascos.

fcamente los frascos que con-
adera tratada con liquido pi-
B y expuestos a los hongos
supina y Pycnoporus san-
:Apor un periodo de diez se-
idebieron ser descartados ya
_ una contaminacién excesi-
fida por otros hongos y bacte-
eliminaron al hongo en estu-
fmas, se descartaron todas
fllas que contenian maderas
Iy tratadas con liquido piro-
J con creosota (que se em-
Bibién como sistema de com-
), expuestas al hongo Corio-
Plizona. Lo anterior debido a
fitura de la cuarta semana de
B0, los organismos contami-
fan abundantes y se cree que
Brias eliminaron al Coriolop-

Debido a problemas de contamina-
cion del hongo Trametes villosa y a
pesar de que se inocularon al menos
cincuenta frascos, fue pricticamente
imposible obtener frascos inoculados
sin contaminacion, por lo que este
hongo no se incluyo en los experi-
mentos in vivo. Tampoco se incluyo
el Laetiporus sulphureus, pues no fue
posible obtenerlo puro después de su
contaminacion.

Después de loa contaminacion genera-
lizada de los hongos aislados en este
estudio, se hizo un intento mas de ais-
larlos, llevdandolos de nuevo a la Uni-
versidad de Costa Rica. esta vez al fa-
boratorio de Microbiologia. Después
de muiltiples pruebas con diferentes
metodologias de purificacién, no fue
posible purificarlos. En este punto
procedia o bien iniciar el proceso total
de colecta, identificacion y aislamien-
to de los hongos, lo cual no era facti-
ble, o bien obtener los hongos de al-
gun centro internacional especializado
y reconocido. Se realizaron gestiones
en ese sentido; sin embargo, tanto los
costos como el tiempo necesario para
traer los hongos, hicieron imposible
tal opcidn.

Cuando estos hongos fueron lleva-
dos de nuevo a la Universidad de
Costa Rica para su purificacién, ya
se disponia de una retorta de labora-
torio que permitid obtener liquido
pirolefioso fresco a partir de la car-
bonizacién de roble. Se realizaron
entonces pruebas preliminares de
cultivos in vitro para evaluar la efi-
ciencia fungicida del liquido pirole-
foso fresco. Estas pruebas no cuan-
tificaron los niveles de toxicidad y.
ademds, los hongos nunca estuvie-
ron completamente puros: sin em-
bargo. parecen indicar un mayor ni-
vel de toxicidad del liquido pirole-

noso fresco.
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Resultados y discusion de
la evaluacion de la
eficiencia antitermitica del
liquido pirolefoso

De acuerdo con la literatura (7,20) y
con el estdandar empleado (21), la efi-
ciencia antitermitica o termicida fue
evaluada con un sistema cualitativo
(EN 118) que emplea el siguiente sis-
tema de clasificacion:

0: no hay ataque. Ningin desgaste

I Intento de ataque. Desgaste superfi-

cial
2: Ataque ligero. Desgaste moderado
3: Ataque medio. Desgaste acentuado
4: Ataque fuerte. Desgaste profundo

En el cuadro 8 se describe cualitativa-
mente el ataque observado en la made-
ra sin preservar y preservada. para cada
una de las seis muestras empleadas en
cada caso. Ademds, se clasifica cada
una de las muestras, de acuerdo con la
escala anterior.

Ademds. al final del experimento se
determind el nimero de termitas
muertas en cada sistema, y se obtuvo
un promedio del 59.2% en el caso de
madera preservada con liquido pirole-
noso y un 42.3% en el caso de madera
sin preservar. De acuerdo con el
ASTM (19) un ambito del 34 al 66%
de individuos muertos corresponde a
un nivel de ataque moderado.

Los tineles o agujeros que penetran
las piezas de madera indican vigor de
los insectos. Estos tdneles se presenta-
ron en mayor grado en la madera sin
tratar y en menor grado en la madera
tratada con liquido pirolefioso, espe-

cialmente en las zonas de baja pene-

tracion del preservante,
se le denomina “posicigns
de las termitas”, y sugiey
puesta de los insectos g yp§
génico, como por Cjempl
Cla a un preservante (19).72

Conclusiones

A
Con respecto a la eficienoll
del liquido pirolefioso, lag
cologicas en cajas de pe'
mentos in vitio, demostrape
dad frente a los hongos 7
madera Coriolopsis polizoy
lla supina, Pycnoporus s

Trametes villosa

Los valores limites de tog
ron del 3% volumen de preg
quido pirolefioso por vol ‘
dio, frente a los hongos#§
polizona 'y Fomitella supig
del 4% volumen de prese
do pirolenoso, por \’&)lum
frente a los hongos Pycng
guineus y Trametes villosa
lores de toxicidad una vez{
en su equivalente de cal
fraccion orgdnica, coincidg
res de toxicidad adecuads
dos en la literatura. ’

Desafortunadamente la tg]
contrada por medio de la
vitro, no pudo ser corrobo
dio de experimentos COi
pruebas in vivo. debido a i
blema de contaminacién g8
do resolver. 3
Respecto de la eficienciai
los experimentos realizad
ron que el liquido pirolefl
la madera del ataque dég

forma regular.
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DANO SUPERFICIAL

Se observa el inicio de un canal que no llega a ser
profundo

_Severo. Se observa una superficie dspera y agujeros
pequefios, que no llegan a ser profundos. Lo anterior
aparece en las dos probetas.

; Severo. Agujeros alargados longitudinales, media-
nos y superficie aspera en una probeta. En la otra
probeta el ataque es leve y solo hay dos agujeros
muy pequenos.

Severo. Ataque concentrado en una de las probetas.
Superficie bastante aspera e irregular, presenta dos
agujeros pequenos.

Severo. Especialmente en una de las probetas, pre-
senta dos agujeros pequenos y dos canales super-
ficiales medianos, uno de los agujeros ataviesa la
probeta.

Severo. Ataque en ambas probetas, superficie irre-
gular. Una de las probetas presenta un agujero pe-
queno pero gue atraviesa la probeta. La otra probe-
ta tiene dos agujeros pequefios, uno profundo y el
otro superficial.

Desgaste concentrado a lo largo del eje longitudinal.
No hay desgaste superficial aspero. Presencia de
agujero grande.

Atague concentrado en una de las probetas con dos
agujeros superficiales medianos en ella.

Se presenta mayor ataque en una de las probetas,
hay un agujero grande y profundo y dos pequefos.
El agujero grande no ataviesa la probeta, uno de los
pequenos si la atraviesa, el otro no.

Unicamente en una de las probetas existe un aguje-
ro ancho, grande y profundo, pero no alcanza a atra-
vesar la probeta totalmente.

Se concentra en una de las probetas Hay dos agu-
jeros. uno mediano y ancho. No atraviesan la probe-
ta.

agujerdo acanaiado

En una de las probetas hav un

1on

S Muestras 1-6 corresponden a madera sin preservar y
3 :

-12 corresponden a muestras preservada

Cuadro 8.
Descripcion cualitativa y clasificacién cuantitativa del ataque por termitas en madera
sin preservar y en madera preservada con liquido pirolefioso

DARO INTERNO

Presenta ataque severo con un agujero
mediano que no atraviesa la probeta

Se presenta el mismo patrén del dafio su-
perficial, con asperezas y canales media-
nos, que no atraviesan la probeta
Se presenta el mismo patrén del dafio su-
perficial, con asperezas y canales media-
nos, que no atraviesan la probeta

Debajo de los agujeros, aparecen agujeros
medianos y pequefios, en general hay un
deterioro intermedio de la probeta.

Presenta dos agujeros pequefics y un canal
mediano que se inicia en uno de los aguje-
ros pequefos, pero el ataque no es severo

No se presenta dafio severo, con excepcion
de un agujero mediano producido bajo el
agujero superficial

Formacién de cuatro agujeros pequefios y
medianos concentrados en la zona de baja
absorcion del preservante. El ataque atra-
viesa la probeta.

A lo largo de los anteriores agujeros se ob-
servan grandes canales longitudinales

El agujero grande provoco canales internos
longitudinalmente grandes y el ataque es
mayor donde hay escasa penetracion del
preservante. Bajo el agujero pequefio que
atraviesa la probeta existe dafio severo

Se observan dos agujeros pequefos por de-
bajo del agujero grande superficial. Ademas,
se originan cuatro agujeros que no atra-
viesan la probeta, van longitudinalmente

Por debajo del agujero ancho se producen
tres agujeros acanalados en direccion longi-
tudinal, donde casi no se absorbié preser-
vante

mediano se

VALOR

ESTIMADO DEL
ATAQUE (EN-18)

3,5

3,5

35

3,5

3,5

3,5

2:5

3,0

25

3,0

el liguido pirolenoso.
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