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Resumen

Microorganismos, insectos y roedores causan alteraciones en documentos y objetos de interés patrimonial.
Para combatirlos son empleados numerosos métodos; algunos causan un impacto negativo en el medio am-
biente, danan la salud del personal que los aplica y aceleran el proceso natural de deterioro. Los productos
naturales obtenidos de plantas son una eleccion efectiva para combatirlos pues, entre sus beneficios, esta
el no contaminar el medio ambiente. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto biocida de una
fraccion aislada de hojas de Ricinus communis L. (Euphorbiaceae) en el control del biodeterioro de docu-
mentos patrimoniales. Se evaluo6 su actividad antimicrobiana frente a microorganismos aislados de docu-
mentos depositados en el Archivo Nacional de la Republica de Cuba y en el Archivo Historico del Museo
de La Plata, Argentina. Se determino el efecto de la fraccion sobre la acidez y la reserva alcalina del papel
después de un proceso de envejecimiento acelerado y se calculo la dosis letal media (DL50) en ratones. La
fraccion de R. communis se aisld por extracciones sucesivas con solventes organicos de polaridad creciente.
La caracterizacion quimica de la fraccion aislada se determino por espectroscopia IR y cromatografia en
silicagel. El espectro IR mostré la presencia de un grupo nitrilo y otro, grupo carboxilo. En la cromatografia
se identificaron 7 compuestos, entre los que predominaron ricinina y rutina. La actividad antimicrobiana se
determiné por el método de difusion radial simple y tuvieron efecto dosis dependiente sobre Enterobacter
agglomerans, Bacillus polimixa y Streptomyces sp. No se encontraron variaciones estadisticamente signifi-
cativas en los valores de pH y la reserva alcalina. Estos y futuros resultados permitiran obtener un producto
natural con actividad biocida, til en el control del biodeterioro.
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Isolated Fraction of Ricinus communis L. in the Control of Biodeterioration
of Heritage Documents

Summary

Microorganisms, insects and rodents cause alterations in documents and heritage objects of interest. To
combat them numerous methods are employed, some have a negative impact on the environment, they
also damage the health of the staff who apply them, and accelerate the natural process of deterioration.
Natural products from plants are an effective choice to combat them, among their benefits, one is not
polluting the environment. The objective of this work was to determine the biocidal effect of a fraction
isolated from leaves of Ricinus communis L. in the control of biodeterioration of heritage documents. We
evaluated their antimicrobial activity against isolates of documents deposited in the National Archives
of the Republic of Cuba and in the Historical Archive of the Museum of La Plata, Argentina. The effect of
the fraction of the alkaline reserve and acidity of paper after an accelerated aging process was determined,
and the median lethal dose (LD, ) in B.D,F male mice (18-20 g) was calculated. The Ricinus communis
L. fraction was isolated by successive extractions with organic solvents of increasing polarity. The chemi-
cal characterization of the isolated fraction was determined by IR spectroscopy and chromatography on
silica gel. The IR spectrum showed a band at 2222 cm™" attributed to the nitrile group and another band at
1659 cm™! attributed to the carboxyl group. The chromatography showed 7 elements among which ricin
and rutine predominated. The antimicrobial activity was determined by single radial diffusion method.
Concentrations of 0.5 and 1.0 mg / hole were dose dependent on Enterobacter agglomerans, Bacillus
polimixa, and Streptomyces sp. There were no statistically significant variations in the values of pH and
alkaline reserve. The oral LD, was calculated at 388.08 mg / Kg. These, and future results will get a
natural product with biocidal activity, useful in biodeterioration.

Introduccion

Hace mas de 2.300 afios ya Aristoteles, en Historia
Animalium, escribio: “El documento no debe ser vis-
to como objeto fisico sino como vinculo de memoria.
Este nexo lo hace pieza clave del patrimonio cultural
de una nacion y de la humanidad. Su conservacion es
una necesidad de primer orden. Sin ¢l resulta impo-
sible relatar los hechos que conforman la historia de
un pais. Los primeros factores de alteracion fueron,
el propio hombre con sus guerras —lo que ocasio-
naba incendios y destruccion— y las inundaciones
de los grandes rios como el Tigris y Eufrates que
acabaron con poblados enteros y con sus archivos y
bibliotecas. Posteriormente, fueron los insectos los
que ocasionaron las mayores pérdidas”.

34

Los agentes bioldgicos que causan alteraciones
en archivos, bibliotecas y museos son esencialmente
microorganismos (hongos y bacterias), roedores e
insectos.

Bacillus sp. por ejemplo, puede atacar la celulosa, el
pergamino y las colas, provocan el deterioro de los do-
cumentos debido a la produccion de metabolitos como
amilasa, celulasas, N - acetil - B - glucosaminidasa,
acido lactico y fosfatasa acida, que causan descenso de
pH y originan manchas violaceas o rojizas y quiebres
en el papel. Streptomyces sp. tiene actividad celulolitica
y lignolitica y ha sido aislado de pegamentos, libros
antiguos, periodicos, pergaminos y documentos con
encuadernacion en cuero (Aktuganov y col., 2007).



Dominguezia - Vol. 31(2) - 2015

Para combatir el biodeterioro del patrimonio
documental son empleados numerosos métodos,
como: agua oxigenada, hipoclorito de sodio, amonio,
tributil estafio, fenol, timol y salicilanilidas (Ramirez
Mufioz, 2011); causan un impacto negativo en el
medio ambiente, dafian la salud del personal que los
aplica y aceleran el proceso natural de deterioro de
los materiales que los reciben. Otros, como el uso
de gases inertes son de eficacia demostrada, pero sus
condiciones técnicas y de costo limitan su generali-
zacion y la aplicacion en determinadas instituciones
culturales (Valentin, 2004).

Ricinus communis L. (Euphorbiaceae) (“higue-
rilla”, “higuereta”, “palmacristi”, “ricino”, “higue-
ra del diablo”, entre otros), es una planta exotica
invasiva presente en muchos paises y cultivada en
algunas regiones del mundo por el aceite de sus
semillas. Es nativa de clima tropicales aunque se ha
adaptado a climas subtropicales y templados (Ali y
col., 2008).

La planta tiene diversos usos, por ejemplo;
los tallos se utilizan para la fabricacion de papel,
pero las semillas son lo mas importante econo-
micamente; de ellas se extrae el aceite de ricino
o de castor, que se utiliza para combatir el dolor
de estomago, la fiebre, la gripe, las infecciones y
las anginas, como emoliente y cicatrizante, pero
también como lubricante técnico importante para
la manufactura de jabones y tinturas (Scarpa y
Guerci, 1982).

Las semillas de esta planta contienen alre-
dedor del 50 % de aceite, ricinina (alcaloide) y
ricina, una glicoproteina - lectina, muy toxica
que aglutina los globulos rojos sanguineos y que
permanece en la pulpa después de extraer el aceite.
Los analisis quimicos de las semillas y la com-
posicion elemental de las células del endosperma
confirman el alto potencial de R. communis como
una rica fuente de proteina y aceite con posibles
usos en la produccion de biodiésel (Perea-Flores
y col., 2011).

Estudios cientificos avalan su efecto biocida
contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, Candida albicans,
Streptococcus progenies, Klebsiella pneumonia y
Aspergillus niger, asi como sus propiedades antioxi-
dante, antiasmatica, antidiabética, inmunomodula-
dora, hepatoprotectora, lipolitica y antiinflamatoria
(Jena y Gupta, 2012).

Por lo expuesto fue objetivo de este trabajo
estimar el efecto biocida de una fraccion aislada
de las hojas de Ricinus communis en el control del
biodeterioro de documentos patrimoniales y valorar
su efecto sobre la estabilidad del papel.

Materiales y métodos

Material vegetal, aislamiento e identificacion de
la fraccion

Como material vegetal se emplearon las hojas del
Ricinus communis (Figura 1) que crecen en la pro-
vincia de Ciudad de La Habana, Cuba.

Figura 1.- Ricinus communis detalle de la planta
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La especie en estudio pertenece a la familia
Euphorbiaceae y se encontraba en estadio de flora-
cion en el momento de la recoleccion. Las hojas se
lavaron con agua y luego se secaron en estufa con
recirculacion de aire a temperatura entre 37 - 40 °C
durante 24 horas.

El material secado fue molido en forma mecéanica
y se obtuvo un producto de particulas muy finas. Se
hidrat6 con 1 litro de agua caliente y se concentrd
al vacio hasta % del volumen inicial. Seguidamente,
se filtr6 y el filtrado fue extraido con acetato de etilo
(EtOAc) en ampolla de decantacion. A continuacion
fue evaporado el solvente hasta su sequedad total,
y el residuo fue disuelto en etanol caliente y se
dejo enfriar para su cristalizacion. Posteriormente
los cristales formados fueron recristalizados por
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tres tiempos y secados a 40 °C. Los tres tiempos se
hicieron con el objetivo de obtener cristales purifi-
cados. La solucion de etanol fue evaporada al vacio
y obtenida la fraccion que se iba a evaluar.

Laidentificacion de los cristales se determiné por
espectroscopia infrarrojo medio. Del mismo modo,
fue realizada una cromatografia en capa delgada
(TLC) (silica gel 60 F254) para conocer su compo-
sicion quimica. El sistema de solvente utilizado fue
EtOAc- MetOH- H,O (100:17:13); revelador: AICI,
5 % en MeOH, UV 366 nm. Los patrones utilizados
para la corrida cromatografica fueron rutina (querce-
tina - 3 - rutin6sido) y ricinina, alcaloide toxico que
se encuentra en las semillas del Riciunus communis'y
que actua inhibiendo la sintesis de proteinas al unirse
de manera irreversible a los ribosomas eucariotas
(Figura 2).

Figura 2.- Estructura quimica de la ricinina
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Determinacion de la actividad antimicrobiana

Fueron utilizadas en el ensayo Enterobacter agglo-
merans (bacteria Gram negativa), Bacillus polimixa
y Streptomyces sp. (bacterias Gram positivas),
aisladas de documentos depositados en el Archivo
Nacional de la Republica de Cuba y en el Archivo
Histoérico del Museo de La Plata, Argentina.

Tabla 1.- Estimacion de la DL,

Previo al estudio las bacterias se mantuvieron en
agar nutritivo por 24 h, y posteriormente se preparo
una suspension bacteriana que correspondio a 1x10°
UFC/ml, segtn escala de Mc Farland. La actividad
antimicrobiana de la fraccion fue determinada por
el método de difusion radial simple en pocillos
(Borrego y col., 2011).

Se sembraron placas de Petri con 15 ml de agar
nutritivo estéril con la suspension bacterianay 10 pl
de la fraccion en medio acuoso que fue adicionado
en los pocillos (J 5 mm). Cada ensayo fue realizado
por triplicado y se evaluaron 4 dosis (0,12; 0,25;
0,50 y 1,0 mg/pocillo). Un pocillo adicional —con
agua estéril- fue incluido en el ensayo como control
negativo, y otro —con sulfato de gentamicina a la
concentracion de 0,40 mg/pocillo— como control
positivo. Posteriormente las placas se incubaron por
24 ha 28 °Cy se observaron las zonas de inhibicion
del crecimiento, que fueron medidas en milimetros.
El diametro (d) de los halos de inhibicion se midio
en mm: d < 6 sin actividad; entre 6-9 actividad mo-
derada; > 9 actividad positiva.

Determinacion de la dosis letal media (DL )

La toxicidad aguda de la fraccion aislada de las
hojas de R. communis fue determinada en ratones
hibridos machos B.D,F, (18 — 20 g). Los animales
fueron mantenidos en ayunas 8 horas antes del ex-
perimento. En el momento del ensayo recibieron la
fraccidn aislada en dosis unica (no fraccionada) por
via oral en medio acuoso, y fueron observados por
un periodo de 48 h (corto plazo) para registrar la
aparicion de sintomas toxicos o muerte. La DL, fue
calculada usando el método Litchfield y Wilcoxon
(Glantz, 1992). Las dosis evaluadas se presentan
en la tabla 1.

Grupo Dosis Numero de animales Valor Valor
mg/kg Muertos Total observado calculado
1 250 0 10 0,12 0,41
2 300 1 10 10 6,11
3 350 2 10 20 26,76
4 400 4 10 40 57,21
5 450 9 10 90 81,29
6 500 10 10 97,88 93,59
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Estudio de acidez en tiras de papel

Las variables predictivas usadas fueron: contenido
minimo de carbonato calcico que neutraliza la ac-
cion de los acidos, medida segtn la reserva alcalina
y el pH, que se midi6 con un electrodo de mem-
brana plana acoplado a un pH-metro de precision
(Metrohm 780, Suecia). Ambas determinaciones
se realizaron antes y después del envejecimiento
acelerado. Se utiliz6 agua destilada como control
negativo (Figura 3).

Figura 3.- Marcha de trabajo para el estudio de la
acidez
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Aplicacion de la fraccion en solucion acuosa

Calor seco 100°C
(Estufa MLW, Alemania)
Envejecimiento acelerado

\
0 72

Tiempo

\ =2

El método de envejecimiento acelerado emplea-
do fue el descrito por Browning (1969); utiliza el
calor seco a 100 °C durante 72 horas para predecir
efectos en aproximadamente 25 afios a temperatura
ambiente y se sustenta en la ecuacion de Arrehenius
(Browning, 1969):

k=s (- Ea/RT)
donde:

K: constante de la reaccion; Ea: energia de acti-
vacion; R: constante de los gases; T: temperatura
absoluta del proceso en grados Kelvin; S: factor de
frecuencia.

El extracto acuoso en concentracion de 100
mg/ml (100 mg de cristales de fraccion aislada en
1 ml de agua destilada) se aplico con la ayuda de
una pipeta automatica Eppendorf, hasta la satura-
cion de las tiras de papel de 2 cm? (Papel Archive
Text. Ref. 678-70A4). Fue incluido un control con
agua destilada. Todos los ensayos se realizaron
por cuadruplicado y el volumen absorbido fue de
1 ml.

Analisis estadistico

Para detectar diferencias significativas entre valores
antes y después del proceso de envejecimiento del
papel (reserva alcalina y pH) y la actividad anti-
microbiana (0,12; 0,25; 0,50 y 1,0 mg/pocillo) de
la fraccion aislada, se utilizo el Test T. El nivel de
significacion fue de p menor o igual que 0,05.

Resultados y discusion

El analisis espectroscopico y cromatografico de la
fraccion aislada de las hojas de R. communis, em-
pleando la cromatografia en capa delgada (TLC),
reveld la presencia de rutina y el alcaloide ricinina.
Ademas, en el espectro IR, se detectd una banda
intensa a 2222 cm™ atribuida al grupo nitrilo y otra
banda relativa a los 1659 cm™ atribuida al grupo
carboxilo (Figura 4).

Figura 4.- Espectro IR de la fraccion aislada de las hojas de Ricinus communis
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La literatura cientifica refiere que los flavonoides
tienen efecto biocida y que los preparados obtenidos
de esta planta han demostrado efecto antibacteriano y
antifiingico, que sugiere que estos compuestos serian
responsables de la actividad encontrada en nuestra
investigacion (Jena y Gupta, 2012; Takano y col.,
2007).

La calidad, la composicion, las propiedades
fisicoquimicas y la naturaleza del aceite de Ricinus
communis varia de acuerdo con el método de extrac-
cion empleado (Perdomo y col., 2013).

Por otro lado, Farah y col. (1988) plantea que
la ricinina inhibe la cadena de transporte electro-
nico, que podria justificar el efecto encontrado en
este estudio de la actividad biocida ante bacterias,
partiendo de la base de que la cadena de transporte
electronico es fundamental para la vida celular de los
organismos aerdobicos, ya que es su principal fuente
de obtencion de energia.

La actividad antibacteriana y antifiingica de R.
communis ha sido informada por varios investigado-
res. Sin embargo, Upasani y col. (2003) encontraron
una actividad insignificante.

En este trabajo, en general, se observo una acti-
vidad moderada de R. communis, la mayor fue para
Enterobacter agglomerans, posiblemente por ser
Gram negativa. Bacillus polimixa fue el mas resis-
tente (Tabla 2). Este género bacteriano es el mas
resistente entre las bacterias Gram positivas (Len-
nette, 1985) y es una especie formadora de esporas.
Sin embargo, (Jena y Gupta, 2012) informan efecto
frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, Candida albicans
y Aspergillus niger, de diferentes extractos a la con-
centracion de 200 mg/mL.

Se ha encontrado efecto toxico de la ricinina so-
bre el sistema nervioso central en ratones, y efectos
como insecticida, ovicida y ovoposicida, frente a
Callosobruchus chilensis L., uno de los coledpteros
mas destructores de granos de leguminosas almace-
nados. Este efecto es interesante, pues los insectos se
encuentran entre los agentes biologicos deteriorantes
presentes en archivos, bibliotecas y museos.

El sulfato de gentamicina, aminoglucoésido, fue
empleado como control positivo por ser activo contra
Gram negativas, especialmente Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, especies de Klebsiella,
Enterobacter, Serratia, Citrobacter, y especies de
Staphylococcus.

Por su parte, la DL, de la fraccion fue estimada
en los 388,08 mg/kg (coeficiente de regresion lineal
R =10,95, p £0,05). No fueron observados efectos
toxicos en los animales que recibieron el vehiculo
(agua destilada). El efecto fue significativo en dosis
de 500 mg/kg. En estos ejemplares la muerte ocurrié
en las primeras dos horas después de la administra-
cion de la droga ensayada. Estos resultados reco-
miendan su uso, incluso, como rodentizida ya que los
roedores son responsables de pérdidas importantes
en archivos y bibliotecas (Tabla 1).

La acidez es una de las causas que mas influyen
en el deterioro del papel y existen normas basadas
casi exclusivamente en la determinacion de la acidez
para predecir su permanencia. Uno de los métodos
mas fiables es la determinacion del pH, debido a
la conductividad que se genera en presencia de
humedad.

Por su parte, el contenido de carbonato calcico en
el papel es esencial para neutralizar la acidez gene-
rada como resultado del envejecimiento natural o de
la polucion atmosférica. Se entiende entonces, que

Tabla 2.- Halos de inhibicion obtenidos con las diferentes concentraciones ensayadas

Concentracion Enterobacter Bacillus Streptomyces

mg/pozo agglomerans polimixa sp.

1,00 10 5 8

Fraccion de Ricinus 0,50 10 3 6
communis L. 0,25 5 0 1
0,12 0 0 0
Sulfato de gentamicina 0,40 17 17 32
Agua estéril 0 0 0

Valor promedio medido en milimetros de los didmetros de los halos.
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la minima reserva alcalina permitida para considerar
permanente un papel es la equivalente a un 2 % de
carbonato célcico de su peso en seco (minimo de 0,4
moles de acido por kilogramo).

En este trabajo la reserva alcalina del papel em-
pleado estuvo casi 100 veces por debajo del minimo
considerado. Esto seria perjudicial en caso de gene-
rarse un fendmeno de acidificacién provocado por el
producto aplicado. Sin embargo, segtin los resultados
obtenidos, el pH y la reserva alcalina no variaron en
grado estadisticamente significativo al realizar las
comparaciones antes vs después de someter el papel
tratado con el producto. No resulté asi en los papeles
que solo recibieron agua destilada (Tabla 3).

Tabla 3.- Valores de significacion estadistica en el estudio
de acidez

Reserva
pH .
Tratamient alcalina
ratafniento Significacion estadistica
p <0,05
Agua destilada 0,005 0,005
Ricinus communis 0,873 0,698

Se podria atribuir a la presencia de polifenoles
que constituyen uno de los metabolitos secundarios
mas numerosos en las plantas, con mas de 800 es-
tructuras conocidas en la actualidad.

Su propiedad como antioxidante proviene de su
gran reactividad como donantes de electrones de
hidrogenos y de la capacidad del radical formado.

Un estudio similar con aceites esenciales ob-
tenido de flores de Lavandula angustifola Mill.
(Lamiaceae) fue desarrollado por Rakotonirainy
y Lavédrine (2005). En esta investigacion las
variables predictivas de dafo empleadas fueron:
pH (extracciéon en frio); factor de difusion de
refractancia (brillo); y grado de polimerizacion
viscosimétrica, y se midieron, igualmente, antes
y después de un proceso de envejecimiento acele-
rado (temperatura 80 °C y humedad relativa 65 %
por 21 dias).

Los resultados revelaron una reduccion del pH
de mas de una unidad, pero no alteraron el brillo y
el grado de polimerizacion. Sin embargo, los autores
recomiendan la utilizacion de este aceite, a bajas
concentraciones, como preventivo de la contami-
nacion fingica en lugares donde se atesora piezas
patrimoniales.

Conclusiones

1. La fraccion aislada de las hojas de Ricinus com-
munis mostrd efecto antimicrobiano moderado y
dosis dependiente y una DL, estimada en ratones
de 388,08 mg/kg.

2. Esta fraccion no modifico la acidez y su reserva al-
calina en papeles sometidos a envejecimiento artificial
bajo las condiciones experimentales del estudio.

3. Estos resultados favorecen el uso prometedor
de la fraccion en el control del biodeterioro de los
documentos patrimoniales depositados en archivos,
bibliotecas y museos.
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