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Resumen

La prevencion y el control de hongos que atacan madera utilizando agentes sintetizados en el marco
de la Quimica Verde es una estrategia prometedora en el desarrollo de preservantes que conduzcan a
la sostenibilidad ambiental. La madera constituye un material susceptible a la degradacion fungica,
presentando deterioro frecuente y agresivo cuando es puesta en servicio. Si bien a lo largo de los afos se
han desarrollado compuestos para su proteccion con diversos métodos de impregnacién, muchos de los
utilizados presentan fuertes cuestionamientos ambientales. El objetivo de este trabajo fue obtener cinamato
de metilo (CiM) a través de un procedimiento de bajo impacto ambiental, y evaluar su actividad in vitro
frente a Gloeophyllum sepiarium (Wulf.: Fr.) P. Karst, un hongo causante de pudricion parda. Se realizo
la sintesis de (CiM) a partir de acido cindmico y metanol, mediante catalisis con acidos de estructura
Preyssler, con un rendimiento del 49% y una selectividad del 100 %. Este compuesto ejercio un efecto
antifingico, retrasando el crecimiento miceliar y su velocidad, a partir de una concentraciéon de 2.000
ppm, aunque ello fue dependiente de la temperatura de incubacion. Futuros estudios son necesarios para
confirmar su potencial antifingico cuando es aplicado en madera.
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Abstract

Wood constitutes a material susceptible to fungal degradation, presenting frequent and aggressive
deterioration when it is put into service. Although over the years compounds have been developed for their
protection with various methods of impregnation, many of them present strong environmental questions.
The present work focuses on obtaining a preservative with potential antifungal activity for wood through
a procedure of low environmental impact. The synthesis of methyl cinnamate (CiM) from cinnamic acid
and methanol was carried out by catalysis with acids of Preyssler structure, with a yield of 49% and a
selectivity of 100%. Subsequently, the antifungal action of the compound against Gloeophyllum sepiarium
(Wulf.: Fr.) P. Karst, fungus causing brown rot was evaluated in-vitro. To do this, the growth of the fungus
was comparatively analyzed on a control agarized culture medium and in the presence of CiM. The CiM
demonstrated antifungal effect from 2000 ppm, though it was dependent on the incubation temperature.
Further research is needed on wood to confirm its potential as a green preservative.

Keywords: antifungal, methyl cinamate, preservative, green chemistry.

1. INTRODUCCION

La madera constituye un material con amplia
variedad de usos y con claras ventajas frente
a otros materiales. Puede ser utilizada como
material estructural, combustible o materia prima
en industrias, en su forma basica inalterada
(construccion, muebleria, postes, lefia, etc.),
o como subproducto (tableros, pulpa, papel,
briquetas, etc.). Se encuentra disponible en
diversas formas y tamafios; es posible trabajarla
facilmente con diversas herramientas; presenta
gran resistencia en relacion al peso, baja
conductividad térmica, acustica y eléctrica, alta
resistencia a la flexion estatica y dinamica y una
relativa durabilidad frente a la accidn de sustancias
quimicas o agentes de deterioro atmosférico
como los rayos UV, lluvia, etc., presentando
mayor resistencia a la oxidaciéon y corrosion.
Sin embargo, presenta susceptibilidad frente a
la accion de agentes bioticos (hongos, bacterias,
insectos y taladradores marinos), viéndose
afectadas sus propiedades fisicas, quimicas,
mecanicas y estéticas, y abioticos, sufriendo
desgaste quimico o mecanico [1]. Si bien las
maderas naturalmente tienen cierta durabilidad,
dada fundamentalmente por su composicion
quimica, generalmente resulta necesaria la
adopcion de medidas conocidas como métodos
de preservacion, que permitan protegerlas de la
degradacion biotica y abidtica, incrementando su
durabilidad y resistencia, por ende, su vida util
una vez puesta en servicio [1, 2]. La degradacion
por hongos xilofagos representa las mayores
pérdidas en durabilidad y resistencia, ya que son
atacados los componentes principales de la pared
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celular (celulosa, hemicelulosas y lignina). Segiin
el grado y modo de degradacion de los mismos se
identifican tres tipos de pudricion: parda o cubica,
blanca o fibrosa y blanda, siendo la primera la
mas agresiva, ya que reduce considerablemente
la vida 1til de la madera en servicio. Desde los
estadios iniciales del proceso, las propiedades de
resistencia mecéanica disminuyen severamente,
no siendo proporcional a la pérdida de peso [3].
Mediante la aplicacion de sustancias preservantes
tanto en superficie como en el interior de lamadera,
es decir, productos quimicos que sean toxicos
para los organismos degradadores pero que no
generen dafios a la madera, es posible reducir
la susceptibilidad de la misma frente a este tipo
de degradacion [2]. Actualmente, existen en el
mercado numerosos productos utilizados con este
fin. Sin embargo, algunos de ellos han sido objeto
de restricciones en cuanto a sus aplicaciones y
comercializacion debido a problemas de seguridad
y toxicidad tanto ambiental como humana, y
persistencia en el ambiente. El arseniato de cobre
cromatado (CCA) es un compuesto hidrosoluble
ampliamente utilizado a escala mundial y
nivel industrial por su alta efectividad como
antifingico e insecticida y buena capacidad de
fijacion, brindando proteccion a la madera a largo
plazo. Aun teniendo buena fijacion, con el paso
del tiempo y en particular en ambientes acidos
puede ocurrir la lixiviacion de sus componentes,
entre ellos, el arsénico inorgénico, muy peligroso
para la salud. Como ejemplos de compuestos
organicos oOleo-solubles de alta toxicidad y
gran poder de penetracion se encuentran el
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pentaclorofenol (PCP) y 2-(tiocianometiltio)
benzotiazol (TCMTB); en el caso del PCP, su
uso y/o comercializacion ha sido prohibido o
restringido por su elevada peligrosidad para
la salud y el ambiente. Si bien muchos paises
han reemplazado productos por alternativos
considerados “menos dafinos”, en ocasiones
¢stos resultan mas costosos y se posee escaso
conocimiento respecto a su comportamiento e
impacto ambiental. Como ejemplo, se pueden
mencionar el compuesto clprico de amonio
cuaternario (ACQ) y el oxido de cromo, cobre
y boro (CCB) como reemplazos alternativos del
CCA. A raiz de esto, en los ultimos anos ha ido
creciendo el interés por el desarrollo de nuevos
compuestos no toxicos y biodegradables que
puedan ser utilizado en la preservacion de la
madera [2, 4]. En la necesidad de buscar otras
alternativas, hemos encontrado que algunos
aceites esenciales extraidos de ciertas especies
vegetales (particularmente del género Ocimum),
utilizados como  repelentes, insecticidas,
antimicrobianos y antioxidantes, y que han
evidenciado un importante efecto fungitoxico
sobre ciertos hongos que afectan a cultivos
agricolas, contienen en su composicion una
elevada concentracion de un derivado del acido
cinamico: el cinamato de metilo (CiM) [5]. Esto
ultimo también se verifica en aceites esenciales
extraidos de especies del género Cinnamomum [6],
con elevada actividad antifungica sobre diversos
hongos. Ademas, existen antecedentes de este
compuesto como potente nematicida [7] y como
repelente de colémbolos micofagos (Hexapoda:

X _COOH
S

CH3OH

1% AP, 110 °C
Ausencia de solvente

Entognatha) - microartrépodos hexapodos - a
elevadas concentraciones [8]. Si bien aun no
se han hallado pruebas de su utilizacion como
agente antifungico en madera, podria constituir
un potencial principio activo en formulaciones
preservantes de bajo impacto ambiental teniendo
en cuenta, ademas, su baja persistencia en el
ambiente, baja toxicidad para organismos no
blanco, y mayor especificidad en su modo de
accion, por tratarse de un compuesto de origen
botanico [9]. El CiM puede obtenerse a partir
de ciertas especies vegetales que lo sintetizan
naturalmente. Sin embargo, para su empleo a gran
escala en dichas formulaciones se debe recurrir
a la sintesis en laboratorio, a fin de obtener un
mayor rendimiento. Para ello, en relacion a la
busqueda de alternativas méas amigables humana
y ambientalmente, el uso de la Quimica Verde
presenta claras ventajas respecto a la quimica
tradicional. Mediante el disefio de productos y
procesos quimicos, aplicando doce principios, es
posible reducir o eliminar la produccion y el uso
de sustancias peligrosas para el medio ambiente
y la salud humana, teniendo en cuenta desde el
inicio del proceso, el impacto que puede implicar
una nueva sustancia en ambas dimensiones [10].

El objetivo general del trabajo fue sintetizar
en laboratorio cinamato de metilo (CiM) en el
marco de la Quimica Verde y evaluar su actividad
in vitro frente a Gloeophyllum sepiarium (Wulf.:
Fr.) P. Karst, un hongo causante de pudricion
parda, a dos temperaturas de incubacion.

“_COOCHj
©/\/ + HyO

Figura 1. Sintesis de cinamato de metilo.

2. METODOLOGIA

2.1 General

Los productos quimicos utilizados fueron
de grado analitico y empleados sin posterior
purificacion. El producto fue identificado por la
determinacion del punto de fusion del compuesto
el cual fue determinado por el método del capilary
la caracterizacion espectroscopica se llevo a cabo
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por la determinacion de los espectros de 'H-RMN
y BC-RMN. Los resultados fueron similares a los
reportados en la literatura [11]".

1 El CiM, 'H NMR (400 MHz, CDCL,): & 3.80 (3H, s,
OCH,), 6.44 (1H, d, J = 16.0 Hz, MeOCCH.), 7.37-7.39
(3H, m, Ar-H), 7.51-7.52 (2H, m, Ar-H), 7.70 (1H, d, J =
16.0 Hz, ArCH.).

El CiM obtenido con cinamaldehido y metanol [10]
arrojo '"H NMR (400 MHz, CDCl,) 8 7.70 (1 Hd, J = 16.0
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Sintesis del catalizador (Acido de Preyssler,
H, [NaP W,Mo00,, ]): se siguid esencialmente
un procedimiento descrito en la literatura [12].

Sintesis de cinamato de metilo se colocaron
en un recipiente de reaccion (Tubo de acero
inoxidable sellado) 1 milimol de acido #rans-
cinamico y 4 ml de metanol, junto a 1 mmol %
de AP, en un bafio de vaselina calentado a 110°C,
con agitacion. El avance de la reaccion se observo
realizando una cromatografia en capa delgada
cada una hora, usando tolueno como solvente
de desarrollo. No se observaron cambios en la
composicion de la mezcla luego de 16 horas de
reaccion. El cinamato de metilo se extrajo con 2
ml de tolueno y se lavé con porciones de solucion
de NaHCO, al 10 % (3 x 2 ml), y luego con agua
destilada (2 x 2 ml), y la fase organica se seco
con Na,SO, anhidro. La solucién en tolueno con
el cinamato de metilo se diluy6 con 3 ml de éter
de petroleo, y se resolvio mediante cromatografia
en columna utilizando como solvente una mezcla
1:1 de éter de petroleo y tolueno. El solvente de
las fracciones reunidas se evapor6 en vacio, hasta
que el residuo de la evaporacion alcanzo peso
constante. El compuesto fue obtenido con un
rendimiento del 49 % (selectividad 100 %) libre
de productos secundarios.

2.2 Bioensayos

Material fungico Se utilizo el aislamiento
Gloeophyllum sepiarium (Wulf.: Fr.) P. Karst.
LPSC 735 (Cepario del Instituto Spegazzini,
Facultad de Ciencias Naturales y Museo, UNLP,
La Plata), un hongo causante de pudricion parda
sobre madera que frecuentemente esta asociada al
deterioro de lamadera en servicio [3]. Los cultivos
stock del hongo sobre el medio agar-extracto de
malta (2 %; medio basal, MB) se mantuvieron en
estrias a 4°C siguiendo a Saparrat et al. [13].

Evaluacion de la actividad antifungica del CiM
en cultivo agarizado El ensayo se realizdo en
placas de Petri conteniendo MB y en presencia
de un rango de concentracion de CiM, entre 500
y 4000 ppm, asi como de un control negativo con
el solvente (acetona) y de un control positivo

Hz), 7.54-7.49 (2 H, m), 7.41-7.35 (3 H, m), 6.44 (1 H, d,
J=16.0 Hz), 3.80 (3 H, s). "C NMR (101 MHz, CDCL,)
§167.5, 144.9, 134.5, 130.4, 129.0, 128.1, 117.9, 51.8.
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con [PBC (3-yodo-2-propinil butil carbamato,
CH,INO,) a 100 ppm como un fungicida de
referencia. Las placas fueron inoculadas con un
disco de micelio del hongo de 0,6 cm de diametro
(obtenido a partir de cultivos agarizados sobre
medio basal después de 7 dias de incubacion), e
incubadas a 22 +2°C y 27 £2°C durante 26 dias
bajo oscuridad. Periodicamente (a intervalos de
2-3 dias) se evaluo el tiempo necesario desde
la inoculacion para la colonizacion del hongo
sobre cada medio obtenido (fase de latencia A)
y el diametro de la colonia resultante, siendo
estimada la concentracion Minima Inhibitoria del
CiM (CMI) y la tasa de crecimiento K (cm/dia)
siguiendo a Troncozo et al. [14]. Se realizdé un
analisis de la varianza de los datos correspondiente
a cada tratamiento (p < 0,05) utilizando InfoStat
[15].

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Sintesis del cinamato de metilo

Se llevo a cabo mediante una metodologia
que incluye la utilizacion de un catalizador
heteropoliacido de estructura tipo Preyssler
(H,,NaP . MoW_O, ). Lareaccion consiste en una
esterificacion de Fischer entre el acido cinamico
y el metanol y se lleva adelante en ausencia de
solvente. (Esquema 1). Diferentes condiciones de
reaccion fueron chequeadas, las cuales incluyen el
efecto de latemperatura, la cantidad de catalizador
y el tiempo de reaccion. Las condiciones Optimas
de sintesis de cinamato de metilo se obtienen a
110 °C, en ausencia de solvente, empleando un
1% en milimol de AP, en un periodo de tiempo
de 24 horas, empleando como reactor un tubo de
acero inoxidable cellado. En tales condiciones el
cinamato de metilo se obtiene con un rendimiento
del 49 % (conversion 49 %, selectividad 100%),
libre de productos secundarios. El catalizador
utilizado puede recuperarse y reciclarse sin
apreciable pérdida de la actividad catalitica.

3.2 Evaluacion de la actividad antifingica del
CiM en cultivo agarizado

El CiM ejercié un efecto fungistatico sobre G.
sepiarium, limitando el crecimiento del micelio
fingico a medida que aument6 su concentracion
en el medio (Figuras 2 y 3) (Tabla 1), existiendo
diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos (p < 0,001).
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Figura 2. Cinética de crecimiento miceliar de G. sepiarium en medios de control (agua y acetona) y en presencia de CiM
a 500-4000 ppm, e IPBC a 100 ppm a 22 °C. Los datos registrados y barras de error (Desviacion Estandar) corresponden
a tres réplicas.
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Figura 3 — Cinética de crecimiento miceliar de G. sepiarium en medios de control (agua y acetona) y en presencia
de CiM a 500-4000 ppm, ¢ IPBC a 100 ppm a 27 °C. Los datos registrados y barras de error (Desviacion Estandar)
corresponden a tres réplicas.
Tabla 1 — parametros estadisticos de las rectas de regresion lineal entre el diametreo de las colonias de G.
sepiarium sobre medios de control (agua y acetona) y en presencia de CiM a 500-4000 ppm, e IPBC a 100 ppm
(variable dependiente) versus el tiempo de incubacion (variable independendiente).

K (cm/dia) A (dias)
Tratamiento
22°C 27°C 22°C 27°C
H20 (Control — a) 0,483 0,905 4,0 3,2
Ac (Control — b) 0,525 0,998 4,6 3,5
IPBC (Control +) - - - -
CM 500 0,487 0,742 11,9 3.8
CM 1000 0,388 0,646 15,4 7,4
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CM 1500
CM 2000
CM 2500
CM 3000
CM 3500
CM 4000

0,235

0,571 19,1 8,6
0,313 - 9,5
0,451 - 15,4
0,441 - 13,2
0,497 - 15,7
0,441 - 18,9

(-): no se registrd crecimiento.

A diferencia de los controles negativos, donde
se evidencio crecimiento del micelio desde el
inicio del ensayo, en los tratamientos con CiM
éste se vio retardado y la tasa de crecimiento
resultd6 menor. Se observé que, a medida que
aument6 la concentraciéon del compuesto en el
medio, la fase de latencia se extendid y la tasa
de crecimiento disminuy6. Lo contrario ocurrié
teniendo en cuenta la temperatura, donde se
registré un acortamiento de la fase de latencia e
incremento de la tasa de crecimiento al aumentar
la misma. No se registrd crecimiento del micelio
en los tratamientos de mayor concentracion
de CiM (2000 a 4000 ppm) a 22*C y en el
control positivo. A 22 °C, el CiM demostrd
efecto antifungico a partir de 2000 ppm (CMI),
observando un retraso del crecimiento a partir de
500 ppm, que s6lo fue evidente luego de 12 dias
respecto a las colonias sobre el medio de cultivo
basal. Se comenz6 a registrar poder inhibitorio
a partir de 1000 ppm, con un valor del 44,7%.
A 27 °C, el crecimiento se vio retardado a partir
de 1000 pm, visualizdndose transcurridos los 7
dias de iniciado el ensayo. Se registr6 inhibicion
a partir de 2000 ppm, con un valor del 39,1%,
y el mayor poder inhibitorio se verifico a 4000
ppm, con un valor del 57,3%: No se observaron
diferencias en las caracteristicas y morfologia de
la colonia fingica en los tratamientos con CiM
respecto a los controles negativos, aunque si se
evidencio mayor variabilidad en el crecimiento en
diametro entre réplicas de un mismo tratamiento.

En este trabajo se ha estudiado la sintesis de
CiM mediante un procedimiento de bajo impacto
ambiental y su evaluacién como antifiingico,
utilizando a G. sepiarium como organismo test a
controlar, en cultivos agarizados.

El uso de catalizadores heteropolidcidos
solidos como los de Preyssler, constituyen una
alternativa prometedora en la sintesis con bajo

214

impacto ambiental, ya que generan una reducida
cantidad de residuos y productos secundarios,
siendo posible su recuperacion y reutilizacion sin
pérdida apreciable de su actividad catalitica. Esto
reemplaza el uso de acidos minerales solubles,
cuyo desecho generan residuos contaminantes
[16, 17].

En el ensayo del hongo sobre medio agarizado,
el efecto del CiM sobre el crecimiento de G.
sepiarium se evaluo analizando la fase de latencia
y la tasa de crecimiento de la fase lineal. Teniendo
en cuenta que G. sepiarium es una especie
termotolerante [18,19], con una temperatura
optima de crecimiento entre los 30-50°C [20],
y debido a que la temperatura es un parametro
fisico que condiciona el crecimiento fingico, se
realizaron los ensayos a 22 y 27 °C de incubacion.

Se observé la respuesta diferencial del CiM
en su accion inhibitoria sobre el crecimiento de
G. sepiarium en funcion de la temperatura de
incubacion, con reduccion de la fase de latencia,
aumento de la tasa de crecimiento y menores
porcentajes de inhibicion al incrementar la
temperatura. Dado que en las condiciones de
ensayo el compuesto es estable, el comportamiento
diferencial sugiere una activacion térmica del
metabolismo del hongo a temperaturas proximas
al rango de crecimiento Optimo para G. sepiarium
(30-50°C) [20]. Alavez, una mayor disponibilidad
de humedad, producto de la mayor evaporacion
en el sistema de estudio (cajas de Petri), podria
generar mejores condiciones de crecimiento para
el desarrollo de micelio [21].

El CiM ejerci6 un control sobre el crecimiento
del hongo, retardando el crecimiento, con
menor tasa, y mayor porcentaje de inhibicidon al
aumentar su concentracion en el medio. A 22 °C,
el CiM demostro efecto antifungico a partir de
2000 ppm, con retraso del crecimiento (12 dias)



Elizabeth Haug et. al.

a partir de 500 ppm y poder inhibitorio a partir
de 1000 ppm (44,7%). A 27 °C, el crecimiento
se ve retardado (7 dias) a partir de 1000 pm,
con inhibicion a partir de 2000 ppm (39,1%) y
mayor poder inhibitorio a 4000 ppm (57,3%).
Hay reportes sobre la utilizacion de CiM con
distintos fines a menores concentraciones de
trabajo. Bin Jantan et al. [6] hallaron una elevada
actividad antifungica sobre hongos no xilofagos
por parte del CiM extraido de aceites esenciales
de especies del género Cinnamomum, con CMI
de 630 ppm. Sobre otros organismos, el CiM
tiene un efecto toxico también a concentraciones
inferiores, actuando como potente nematicida,
con valores de LC507 de 163 ppm [7] y
repeliendo colémbolos micofagos a partir de 100
ppm con inhibicion incompleta pero significante
y fuerte inhibiciéon a partir de 1000 ppm [8].
Comparando estos resultados con los obtenidos
en este trabajo y en trabajos previos [22], se
observa que la accion antifingica del CiM sobre
G. sepiarium se da a elevadas concentraciones.
Esto podria deberse a la existencia de mecanismos
detoxificadores de este compuesto por el hongo.
Existen reportes sobre la capacidad de algunos
hongos de pudricion parda para degradar ciertos
compuestos aromaticos. Jawallapersand et al.
[23] hacen referencia a la existencia de enzimas
con actividad monooxigenasas del complejo
P450 de la familia CYP53, con un rol importante
en la degradacion de compuestos aromaticos
y detoxificacion de compuestos toxicos 'y
moléculas intermediarias resultantes, como el
benzoato, siendo dicho complejo esencial para
la supervivencia de los mismos. Hongos pardos
como Postia placenta [24], Tyromyces palustris
y Gloeophyllum trabeum [25] (Basidiomycota),
cuentan con este sistema, con capacidad de
metabolizar compuestos enddogenos y exogenos
mediante reacciones de hidroxilacion.

4. CONCLUSIONES

La sintesis del CiM mediante la Quimica
Verde es viable y conlleva numerosas ventajas
en comparacion con la quimica tradicional,
como la economia atomica, la no utilizacion
de sustancias auxiliares como solventes, la
formacion de productos biodegradables y de baja
toxicidad, entre otros. La reaccion llevada a cabo
en tubo sellado, en un bafio calentado a 110 °C
empleando 1 milimol de acido #rans-cinamico, 4
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ml de metanol, 1 mmol % de AP, durante 16 horas
condujo a la obtencion de cinamato de metilo con
un rendimiento del 49 % (selectividad 100%).
Segun los ensayos realizados el compuesto
demuestra actividad antifungica en un hongo
cultivado en medio agarizado a una concentracion
de 2000 ppm a 22 °C. Si bien el compuesto ha
sido ensayado en un hongo causante de pudricién
castafia, resultaria interesante analizar el efecto
que puede tener sobre hongos xil6fagos causantes
de los otros dos tipos de pudriciones. Asimismo,
en futuras investigaciones resulta necesario
probar el compuesto en probetas de madera,
bajo distintas condiciones segun las especies
forestales, variandoel método de aplicacion del
compuesto, el tamafio de las probetas, etc. Los
resultados obtenidos hasta el momento indican
un comportamiento promisorio del compuesto
sintetizado, y requeriran de investigaciones
posteriores, fundamentalmente sobre madera,
para poder obtener resultados mas fehacientes
que determinen que el CiM pueda ser utilizado
como un persevante verde.
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