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LIGNEOUS TISSUES DISINTEGRATION BY THE CHLORITE-ACETIC ACID-CARBONATE METHOD.
FIBER DAMAGE EVALUATION

The treatment using chlorite-acetic acid is widely used for lignocellulosic materials
disintegration. A sodium carbonate stage was added as a modification of the original method
with the aim of avoiding high levels of raw materials delignification. This work compare the
quantitative damage produced on the fibers by the original method and its alternative. Five
wood tipes were studied. Results show that with the alternative method, fiber damage is
less that 1%, being ten times lower than with the original procedure. Furters studies showed
that this method might be improved changing the impregnation conditions.

KEYWORDS: plant tissues, microscopy, sample preparation, defibration, fiber analysis,
chlorites.

El tratamiento con clorito - 4cido acético es ampliamente utilizado para disgregar material
lignocelulésico. Para que no sea necesario llegar a altos niveles de deslignificacion con el con-
siguiente dafio de los elementos celulares, se modificé el método original agregando una
etapa de tratamiento con carbonato de sodio, deslignificando menos el material. Se compa-
raron en este trabajo la rotura cuantitativa de fibras entre método y variante. En cinco
maderas estudiadas se determind que la variante con carbonato de sodio en ningun caso lle-
g6 a romper mas del 1% de las fibras, siendo en comparacién unas diez veces mayor la ro-
tura de fibras con el método original. Por observaciones posteriores al trabajo experimental,
se concluyd que se puede mejorar el método cambiando las condiciones de impregnacion.

PALABRAS CLAVES: tejidos vegetales, microscopia, preparacion de muestras, disgregado,
analisis fibrosos, clorito.
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INTRODUCCION

En el estudio de la anatomia de tejidos ligni-
ficados, es necesario efectuar |a operacion de dis-
gregado que consiste en un tratamiento quimico
especifico del material, con el fin de desestruc-
turarlo y poder analizar los elementos celulares
por separado.

Los primeros métodos consistian en trata-
mientos agresivos con &cidos fuertesy altas tem-
peraturas, que desprendian elementos celulares
bastante dafiados de la superficie de los trozos
de material.

Al desarrollarse el conocimiento delaquimica
dela deslignificacion por laindustria de la pul pa
para papel, se encontraron reactivos especificos
de lalignina dentro de los cuales el diéxido de
cloro hamostrado ser uno de los mas eficientes.

Por lo que sabemos, la primeracitadelautili-
zacion de este reactivo como agente disgregante
se debe a Jayme [1], existiendo hacia la misma
épocareferenciasde Lovell [2], Wiseet al.[3], ¥y
Spearing e | senberg [4], todas en la década de los
anos 40.

Latécnicacorriente consiste en tratar el mate-
rial lignoceluldsico con solucion de clorito de
sodio alaque sele agrega écido acético hasta pH
alrededor de cuatro, para generar dioxido de cloro.
Posteriormente se mantiene la temperatura entre
70-80°C por 30-60 minutos. Estaformaorigina del
método la denominaremos clorito-&cido acético o
“CAA”.

El procedimiento se repite las veces que sea
necesario hasta que por unafuerte agitacion se
disgregue una parte considerable del espécimen.
Puesto que se utilizaun pH regulado y temperatu-
rasy tiempos limitados, se consigue una deslig-
nificacion muy selectiva del material.

Sin embargo, el material permanece duro aun-
gue se elimine hasta el 80% delalignina, y esne-
cesario llevar €l tratamiento hastalas Gltimasins-
tancias para conseguir un buen disgregado.

Suponiendo que ello se debe justamente ala
altaselectividad del diéxido de cloro queno llega
adisolver el complejo hemicelulosas - ligninade
lalamina media, se realiz6é una modificacién que
consiste en un segundo tratamiento con una so-
luci6n de carbonato de sodio medianamente con-
centrada, que disuelve o dispersa dicho comple-
jo.

De esta manera no es necesario completar la
deslignificacion para que los elementos se libe-

ren, quedando menos degradados y mas faciles
detefiir.

Estavariante que denominamos clorito, &cido
acético-carbonato (CAA-C), haprobado su efica-
ciaen trabajos previos, habiéndose evaluado su
aptitud para mantener los parametros biométricos
delasfibras originales de lamadera[5].

Para completar el estudio metodoldgico, en el
presente trabajo se midio el nivel defibras rotas
que generael CAA-C como asi también, de forma
cualitativa, el estado general de los elementos ce-
lulares. El dafio se distinguira del producido por
| os sistemas mecénicos de fraccionamiento, extra-
yendo muestras de |la parte interna de los frag-
mentos de material lignocelulésico utilizados.

MATERIALES Y METODOS

Materiales lignocelulésicos

Se eligieron cinco especimenes de madera de
laxilotecadel PROCY Py se cort6 de cada uno de
ellos unarodaja de aproximadamente tres centi-
metros de ancho. Las mismas correspondian alas
siguientes especies:

Laurel Negro (Nectandra saligna-Lauréa
ceas). Individuo de la selva misionera de aproxi-
madamente 25 afios, proveniente de Puerto Piray,
Misiones.

Guatambu blanco (Balfourodendron
riedelianum-Rutéceas). Individuo de la
selva misionera de aproximadamente 35 afios,
proveniente de Alba Posse, Misiones.

Alamo 214 (Alamo hibrido-Salicéceas). Indi-
viduo de plantacion comercial de 8 afios, prove-
niente del Deltadel Rio Parana.

Eucalyptus grandis (Mirtaceas). Ejemplar de
plantacion comercial de 7 afios implantado en
Virasoro, Corrientes.

Pinuselliottii (Pinaceas). Ejemplar de planta-
cién comercial de 8 afios proveniente de Puerto
Esperanza, Misiones.

Preparacion y tratamiento de las muestras
De cada unade lasrodajas se extrajo un cuer-
po prismoide de aproximadamente 2,5 cm de lado.
En el caso de las latifoliadas abarcaba albura'y
durameny en el Pinus elliottii comprendio desde
el fin de lamaderajuvenil hasta el antedltimo ani-
Ilo. A estos bloques se les hizo un tratamiento en
cinco etapas como se indica a continuacion:



1) 5 dias en agua a 50°C;

2) 48 horas a 40°C en solucién de clorito-acético,
manteniendo pH entre 4,0y 4,2 (10 g/l de clorito
de sodio);

3) cambio de solucién y agregado de solucion
nuevade clorito de sodio de 17 g/l por 5 dias;
4) cambio de solucién y agregado de solucion
nuevade clorito de sodio de 50 g/l por 3 dias;

5) 24 horas en solucion de Carbonato de sodio
de 40 g/l (pH ~ 10) a40°C.

Lostrozos asi tratados estaban blandos en la
parte externay casi inalterados en el centro. Las
muestras para microscopia se extrajeron de la par-
te blanda mésinterna, paratener laseguridad que
el dafio alos elementos fuera debido al método
quimico de tratamiento y no al proceso mecanico
de cortado de los bloques.

A continuaci6n se colocaron en tubos de en-
sayo con tapay se sacudieron unas pocas veces
sin utilizar demasiada energia, esperando unos
instantes para que decantaran las eventual es asti-
[lasy hacesfibrosos. Se paso |asuspension aun
filtro de vidrio sinterizado, lavandola varias veces
con aguay conservandola en solucién de bicar-
bonato de sodio al 0,5%.

Preparacion de los slides

Se tom6 con agitacion una alicuota de la sus-
pension fibrosa, y se colocd en un tubo de ensa-
yo. Se le agreg6 posteriormente la cantidad de
agua adecuada para hacer una dilucién tal, que
contuviera aproximadamente 200 fibras paralas
latifoliadas y 100 traqueidas para el pino.

Se pasaron fracciones de un mililitro a varios
portaobjetos preparados adecuadamente, se se-
caron a50°C, setifieronin vitro con safranina, se
enjuagaron y volvieron a secar.

Para el recuento se agregé glicerinay se colo-
caron cubreobjetos.

Recuento defibras

En una observacion previade losslides por €l
método CAA-C, se observo que en general los
elementos fibrosos estaban enterosy que los po-
cos fragmentos existentes se podian asimilar a
mitades y tercios de fibras. De esta manera se
fueron sumando las fracciones halladas para de-
terminar el nimero defibrasrotas, de acuerdo con
laexpresion:

X=(A.%+B .%)

donde X es ndmero entero, A €l nimero de frag-
mentos estimados tercios de fibras, y B €l nime-
ro de fragmentos estimados mitades.

El porcentual de fibras rotas se calcul6 como
larelacion entre X y €l nimero total defibras ente-
ras|eidas més X, por 100.

En el caso delosslides de material tratado por
el método CAA, dadala cantidad de fragmentos,
muchos de ellos de cortalongitud, se extrajo un
factor empirico de 3,1 por el que sedividio el nd-
mero de fragmentos | eidos para determinar la can-
tidad defibrasrotas.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la observacion microscopicade los prepara-
dos se pudo observar en general quelasfibras se
hallaban en muy buen estado, no habiendo
fibrilacién ni desgarramiento de pared como sue-
len observarse en los disgregados con acidos
fuertesy con peréxido - &cido acético.

El nimero de fibras rotas en ningln caso ex-
cedi6 del 1%, Tabla 1, valor que se considera
aceptable paralostrabajos corrientes de estudios
anatémicos en estos materiales.

En comparacién, los mismos materiales trata-
dos con el método CAA, produjeron mayor rotu-
ra, como se puede apreciar en losresultados de la
Tabla2yenlasFigurasly 2.

Tabla 1: Rotura de fibras debidas al método CAA-C

Especie N° fibras leidas | N° fibras rotas % fibras rotas
Laurel Negro 1578 1 0,06
Guatambu blanco 931 8 0,86
Alamo 214 2031 20 0,98
Eucalyptus grandis 2255 17 0,75
Pinus elliottii 1080 2 0,18
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Tabla 2: Comparacién de rotura de fibras entre los

métodos CAA y CAA-C

CAA CAA-C
. N° fibras % fibras N° fibras % fibras
Especies . .
leidas rotas leidas rotas
Laurel Negro 1107 5,2 1578 0,06
Eucalyptus grandis 925 6,0 2255 0,75

Laexistencia de haces fibrosos y astillas fue
muy variable de madera en madera, y esto se pue-
de explicar por las distintas facilidades de impreg-
nacién y deslignificacion de cadaunade ellas.

Este hecho, sumado ala diferencia de dureza
final de los trozos tratados, indica que no se ve
factible la estandarizacion de una metodologia
con latécnica CAA-C, sino que por €l contrario
en cada caso se deberan fijar empiricamente las
variables de trabajo, para entrar en el rango de-
seado, es decir, lazonaen laque haya muchas fi-
bras sueltas en buen estado, y poca cantidad de
astillas o fibras sobretratadas.

Una observacion posterior alarealizacion del
trabajo experimental merece ser destacada. Los

trozos de madera utilizada que quedaron en solu-
cion de carbonato, se fueron ablandando con el
tiempo hasta quedar, en uno o dos meses, com-
pletamente desmenuzables con los dedos. Ello
confirma la idea de que la etapa critica del
desfibrado esla disolucion delaldminamediay
no ladeslignificacion, y que por lo tanto el méto-
do podriasimplificarse y hacerse menos agresivo
aln, realizando una solaimpregnacion con clorito
de sodio, acidificando despuésy tratando poste-
riormente con carbonato de sodio de forma mas
intensa y completa que como se hizo en esta
oportunidad.

En concordanciacon lo hallado en este traba-
jo, hay un estudio de Stewart et al [6] en el que,

FIGURA 1: Fotografia representativa del estado de las fibras luego del desfibrado con clorito - &cido acético - carbonato

Afio2/N°2/1999



FIGURA 2: Fotografia representativa del estado de las fibras luego del desfibrado con clorito-acido acético, sin tratamiento con

carbonato. (La flecha que lleva el n° 1 indica zona dafiada, y las que llevan el n° 2 fibras rotas)

analizando |as energias de desfibrado de ldminas
de maderas, Ilegaron al resultado que un trata-
miento alcalino luego del clorito disminuye consi-
derablemente laenergiade desfibrado, y que ade-
mas los élcalis parecen ser 10 veces mas efecti-
vos que |os acidos para disminuir el grado de co-
hesién interfibrilar. 5

CONCLUSIONES

El método clorito - acido acético - carbonato
demostré en este trabajo dafiar muy poco las fi-
bras, dado que en ninguna de las maderas estu-
diadas el porcentual de fibras rotas fue mayor al
1%.

Corroborando lo dicho, en los disgregados se
observé laintegridad de los elementos celularesy
|afalta de paredes arrancadas o fibras con fractu-
ras.

En condiciones semejantes, el método al
clorito-acido acético sin etapa de carbonato, pro-
dujo en los tejidos tratados una rotura de fibras
alrededor de 10 veces superior.

Se hall6, durante €l trabajo experimental, que
el método se puede mejorar modificando laforma
y tiempo de los tratamientos.
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