Capitulo 5

Nuevas tecnologias aplicadas al analisis
de la biodegradacion de madera muerta

Diaz Zirpolo, J.'y A. M. Gimenez'

1. Introduccion

La madera muerta (MM), se refiere a toda la biomasa lefiosa muerta que no forma
parte de la hojarasca, ya sea en pie, que yace en la superficie, las raices muertas y
los tocones de un didmetro igual o superior a 10 cm., o cualquier otro diametro
utilizado por el pafs. Cada pais puede utilizar otro valor limite, que no sea de 10
cm., pero en ése caso, el valor limite utilizado debe ser documentado (FAO, 2005).

A su vez representa un componente basico en la estructura y funcionamiento de
los ecosistemas forestales, ya que forma parte de numerosos procesos biolégicos,
fisicos y quimicos (Harmon ez a/., 1986). El diametro y el grado de descomposicion
(clase de deterioro) se han utilizado para precisar aun mas las categorfas de MM
presente en un bosque (Harmon e7 a/, 1980).

El deterioro de la MM es un proceso esencial en el ambiente, puesto que recicla
la materia organica compleja y constituye un componente integral de la vida.

El biodeterioro es esencialmente el resultado de la progresiva digestién de la
madera por hongos o insectos, causando una continuidad de cambios en su
apariencia y en sus propiedades quimicas, fisicas y mecanicas, condicién que la
hace poco atractiva para ciertos usos. En ambientes naturales, la madera es
frecuentemente colonizada en forma rapida por microorganismos e insectos
comenzando un proceso de descomposicion o biodegradacion (Zabel y Morrell,
1992), que pueden culminar en la pérdida total de la pieza de madera.

Segun Swift ez al., (1979), la descomposicion de la MM se encuentra regulada por
tres factores que interactian entre si, el ambiente fisico-quimico, la calidad del
recurso y los organismos presentes (Figura 1).
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Sin embargo, los factores causales que rigen la descomposicién de la madera son
aun poco conocidos (Cornwell ez al., 2009).

Ambiente
Calidad Fisico
Quimico

Descomposicion de
Madera Muerta

Figura 1. Factores interactuantes que regulan la descomposicién de madera muerta.

Segun Oliveira ¢f al., (1986), una madera es degradada biolégicamente, porque
algunos organismos utilizan los polimeros naturales de sus paredes celulares como
fuente de alimento o poseen sistemas enzimaticos especificos capaces de
metabolizarlos en unidades digeribles. La albura es la parte de la madera que
representa material nutritivo susceptible al ataque de agentes biol6gicos como las
reservas alimenticias en las células del parénquima. El duramen normalmente
presenta mayor durabilidad natural, la cual se atribuye a la presencia de substancias
toxicas en cantidades considerables que previenen o minimizan el ataque de los
organismos que causan el deterioro. En tanto que la madera de albura no tiene
suficiente cantidad de extractivos, o son de baja toxicidad para inhibir el
crecimiento de los organismos (Velasquez ef al, 2004). Bajo las mismas
condiciones el grado de deterioro la albura puede ser un 40 % mas rapido que en
la del duramen (Honorato ef al., 1998).

La madera se compone de tres tipos de polimeros: celulosa, hemicelulosas y
lignina que estan fuertemente entrelazadas y unidas quimicamente por fuerzas no
covalentes y por enlaces cruzados covalentes. Una gran variedad de hongos y
bacterias pueden fragmentar estas macromoléculas mediante el uso de un
complejo de enzimas hidroliticas u oxidativas (Pérez ¢z al., 2002). Los principales
componentes de las paredes celulares lefiosas son degradados por diversos grupos
de organismos en diferentes grados.

Teniendo en cuenta que el sector forestal cumple un rol importante en la
economia del pafs, resulta necesario el desarrollo de nuevas tecnologias, asf como
el perfeccionamiento de técnicas ya conocidas para utilizar de forma racional el
potencial de MM que tienen a disposicién los paises de América Latina.
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Las propiedades de los materiales pueden ser estudiadas por las caracteristicas de
sus microestructuras. La Microscopfa Electronica de Barrido (MEB) es una
herramienta ampliamente utilizada para ello. El MEB generalmente se utiliza con
muestras densas, es decit, basicamente no transparentes a los electrones, de alta
resolucion, brindando imagenes con aspecto tridimensional (Bolzén, 2014).

Por otro lado, se ha demostrado que los métodos de investigacion térmicos
constituyen herramientas adecuadas para el estudio de las propiedades fisicas de
la. MM, puesto que proporcionan informacioén sobre la interaccion entre la
celulosa, lignina y hemicelulosa, sustancias extractivas, agua, etc., como asf
también, para comprender la descomposicion de los diversos materiales de la
biomasa (Gronli ¢ al., 1999; Franceschi e# al., 2008; Hou ez al., 2008).

En este contexto, el objetivo del trabajo fue evaluar los grados de deterioro de la
MM en bosques del Chaco Semiarido, mediante nuevas tecnologias.

Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

El uso del MEB permite la observacion de las caracteristicas xiloldgicas con una
minima preparaciéon de las muestras constituyendo un elemento de juicio
indiscutible cuando se trata de identificacién y evaluaciéon de maderas (Gonzalez,

s.f).

Una de las aplicaciones de técnicas de MEB en las ciencias forestales, es la
determinacién de los atributos de calidad de la madera, como el espesor de anillos
y la densidad de la madera, el porcentaje de madera juvenil y la morfologia de la
rama (Bolzén, 2014).

Termogravimetria / Termogravimetria detivada (TG / DTG)

Las técnicas de analisis térmicos miden vatiaciones de un determinado parametro
en funcién de la temperatura (calefaccion o enfriamiento) o como una funcién
del tiempo a una temperatura constante. Proporcionan resultados en forma de las
curvas, las cuales tienen las informaciones acerca de la variacién del parametro
medido.

El andlisis térmico es una técnica que se ha utilizado ampliamente para
caracterizaciéon de productos de madera (polimeros, compuestos). Mide los
cambios de entalpia asociadas al calentamiento, recocido, cristalizacion, y otros
efectos por el tratamiento térmico de los polimeros, incluida la polimerizacion,
degradacién y cambios quimicos.

Pagina | 55



Diaz Zirpolo y Giménez: Nuevas tecnologias aplicadas al andlisis de la biodegradacidn de madera muerta

La definicion de las técnicas para el analisis térmico fue originalmente propuesta
por el Comité de Nomenclatura de la Confederacién Internacional de Analisis
Térmicos (ICTA), fue adoptada por la Sociedad Americana de Pruebas de
Materiales (ASTM) y se define como: Grupo de técnicas en las que las propiedades
fisicas o quimicas de una sustancia se miden en funcién de la temperatura mientras
la sustancia estd sujeta a un programa de temperatura controlado y bajo una
atmosfera.

Las técnicas termoanaliticas utilizadas con mayor frecuencia en la caracterizacion
son: a) termogravimetria (T'G), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y el
analisis térmico-dinamico-mecanico (DMTA o DMA).

En tiempos recientes, la rapida evolucién de los productos de madera, polimeros
y los plasticos son impulsados por el desarrollo de las técnicas e instrumentos. Las
técnicas de analisis térmico han recibido mucha aceptacién por ser medidas
precisas, rapidas y sintetizadas para estudiar fenémenos de fusion, transicion
vitrea, cristalizacion, ademas de acompafiar procesos de curacion, degradacion y
oxidacion.

La termogravimetria (TG) mide la variacién masiva de un material sometido al
agua de calefaccion. Es una técnica en la cual el peso de una muestra se mide
continuamente en funcién del tiempo a temperatura constante, mientras que la
muestra estd sometida a un programa controlado de calefaccién o enfriamiento.
Se utiliza una termobalanza que registra la ganancia o pérdida de masa que
presenta la muestra. En la curva TG la ordenada se representa la pérdida de masa
(%) en funcion de la temperatura, proporcionando asi una facil comparacién entre
varias curvas sobre una base normalizada.

La variacion de peso puede ser representada en miligramos o en porcentaje de la
muestra original. Otra forma de representar los datos en termogravimetria es por
medio de la llamada termogravimetria Derivada (DTG) que es un recurso
matematico que proporciona la primera derivada de la curva de peso, en funcién
de temperatura o tiempo. El registro es la curva termogravimétrica derivada o
curva DTG. El 4rea de los picos bajo la curva DTG es proporcional a la pérdida
de masa en aquel evento térmico.

Con la curva TG es posible obtener informacién sobre la estequiomettia,
estabilidad térmica de la muestra, composicion y estabilidad de los compuestos
intermediarios, curvas de adsorciéon y desorcién, determinacién de humedad,
volatilidad, composicion de cenizas, estudios de deshidratacion e higroscopicidad,
corrosion de materiales en varias atmosferas, degradacion térmica oxidativa de
sustancias poliméricas, asi como la composicién del producto final (Bolzon,
2014).
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2. Area de estudio

El estudio se realizé en la Localidad de La Fragua, Departamento Pellegrini,
Santiago del Estero, Argentina (Figura 2). El area de estudio pertenece al Distrito
Chaquefio Occidental (Cabrera, 1976), y su posicién geografica corresponde a la
latitud Sur 26°05°40,4"" y longitud Oeste 64°20°23,8"". Se utilizaron imagenes
satelitales LANDSAT TM 5 de febrero del 2003, georreferenciadas al sistema
Posgar de 1998, 4° faja.

El clima es semiarido, con precipitaciones escasas y estivales alternando con
sequias en perfodos bien delimitados (Minetti y Acufia, 1994). La precipitacion
media anual es de 600 mm (varfa entre 500 - 700).

“ emazne

Figura 2. Localizacién del area de estudio

Sobre la base de un inventario forestal, se adapté un dispositivo para el estudio
de MM, mediante parcelas rectangulares de 10100 m y muestreo por lineas de
interseccion (Diaz Zirpolo, 2014; Diaz Zirpolo y Giménez, 2013), evaluandose el
grado de deterioro en base a 5 estados definidos a partir de caracteristicas
observables 7 situ, y posterior corroboracién en laboratorio.

3. Evaluacion del grado de deterioro de MM:

3.1. En campo: En base a 5 estados definidos a partir de caracteristicas
observables 7 situ, adaptando la clasificacién propuesta por Pyle y Brown (1998),
segun (Tabla 1). Se determindé la humedad de cada muestra mediante
xilohigrémetro y dataloggers (Figura 3).
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Tabla 1. Clasificacién del grado de deterioro

Grados de Deterioro

1 La corteza no se desprende

II La corteza se desprende pero se conserva el 50% de la misma

IIT  Se conserva menos del 50% de la corteza

v Sin corteza, el tronco se rompe facilmente

\4 La mayor parte del tronco es aserrin

Fuente: Adaptado de Pyle y Brown (1998).

Figura 3. Grados de deterioro de MM evaluados.

3.2. Anilisis de la biodegradacién en laboratorio: Con la finalidad de
corroborar la clasificacién visual (Tabla 1) utilizada a campo, se realiz6 una
evaluaciéon de los grados de deterioro de las dos especies leflosas mids
representativas del sitio de estudio (Ruprechtia apetalay Prosopis nigra) (Diaz Zirpolo,
2017), dichas especies concuerdan con lo relevado por Hernandez, (2014) en
bosques de serrania del Cerro El Remate del Departamento Pellegrini.

Dicha evaluacién se llevo a cabo mediante dos etapas, utilizando las técnicas de
Microscopia  Electrénica de Barrido (MEB) y Termogravimettia /
Termogravimettia Derivada (TGA / DTG).

a) 1° etapa: Microscopia electronica de barrido (MEB)

En esta etapa fueron analizadas las muestras en sus diferentes grados de deterioro
con MEB, obteniéndose imdgenes de los diferentes elementos constitutivos de la
madera, con ayuda de un equipo HITACHI modelo TM-1000, directamente del
material macizo. Para la preparacion de las muestras, se obtuvo bloques de madera
(<5 mm), de cada una de las dos especies lefiosas y de cada uno de los cinco
grados de deterioro definidos (Tabla 1).
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Los bloques en sus tres planos de corte fueron colocados sobre un disco de

grafito, y posteriormente en el equipo, para realizar el analisis de los diferentes
estados de degradacion (Figura 4).

Preparacion de bloques

de madera

Colocacion de bloques

en disco de grafito

Imagen analizada con MEB

Figura 4. Secuencia para andlisis con MEB.

Mediante el andlisis se obtuvo para cada especie las correspondientes
electromicrografias por cada grado de deterioro.

En la figura 5 se muestra un ejemplo de la ocurrencia del proceso de deterioro en
la madera de Prosopis nigra.
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DN GOE 0un

Figura 5. MEB en Prosopis nigra.

Los grados I al II no presentan microscopicamente evidencia de deterioro de la
pared celular. A partir del I11 estadio se comienza a notar los cambios estructurales
y el adelgazamiento de las paredes, lo que generd una estructura mas esponjosa y
una degradacién de los radios parenquimaticos.

El andlisis permitié corroborar diferentes cambios como pérdidas de densidad y
resistencia, debido al efecto de los productos quimicos (enzimas) generados por
hifas de hongos que disuelven los nutrientes de la MM al alimentarse.

Los grados IV y V manifiestan ruptura de la pared celular y pérdida de la
estructura celular.
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A partir del Grado IV, se produce una degradacion intensa de todos los
componentes de la pared celular, principalmente lignina, generandose la
separacion de las fibras y destruccion de lamina media.

También se observé hifas dentro de los vasos, las cuales ocupan el tejido
xilematico y a la vez disgregan la unién celular desde la ldimina media (Grado V).

Resultados similares fueron obtenidos por Anagnost (1998) al estudiar diferentes
tipos de pudriciones en abedul y pino con MEB.

b) 2° etapa: Termogravimetria/Termogravimetria Derivada (TGA / DTG)

Esto permiti6 evaluar la degradacion térmica de los polimeros de la MM. La
preparacion, fraccionamiento y trituracién de las muestras fue realizada en el
Centro de Investigaciones en Biomasa y Secuestro de Carbono (BIOFIX), de la
Universidad Federal de Parana (UFPR), Brasil. Para ello se utilizé6 un molino de
seis cuchillas con tamices metalicos. Las muestras fueron pesadas
individualmente, obteniéndose el peso verde de cada componente. Se realiz6 la
mediciéon del valor calorifico y se lo caracteriz6 por la degradacién térmica,
mediante un equipo Setaram Setsys Evolution (TGA-DTA/DSC 1500) (Figura 6).
El analisis de TGA se llevé a cabo bajo una atmésfera de nitrégeno dinamico
(flujo de gas de 20 ml min-1) y en el intervalo de temperatura de 25 - 600 °C con
una calificacion de calor de 10° C min-1. Las muestras pesaron entre 5 a 8 mg,
con un tamafio de particula inferior a 60 mallas. El crisol utilizado fue la alimina.
Los datos de pérdida de masa (termograma) fueron adquiridos durante la etapa
de analisis térmico a un flujo de argén de 20 ml/min. Para el andlisis estadistico
de los datos estandarizados del TGA, se utilizé el software estadistico Origin
Version 8.6

Pagina | 61



Diaz Zirpolo y Giménez: Nuevas tecnologias aplicadas al andlisis de la biodegradacidn de madera muerta

Figura 6. Ciclo para anilisis de TGA. A - B. Trituracién y fraccionamiento de muestras.
C. Pesaje. D. Equipo Setaram Setsys Evolution. E. Termogramas.

El analisis TGA registré de manera continua la perdida masa de los grados de
deterioro I y V de las dos especies evaluadas, bajo una atmosfera controlada en
funcién de la temperatura. Conjuntamente se determiné mediante
termogravimetria detivada (DTG) el gradiente en la variacion de masa a
temperatura constante.

Mediante el software estadistico Origin Versién 8.6 se obtuvieron los
termogramas (graficas) para cada especie, siendo representados en lineas
continuas el grado de deterioro I y en lineas discontinuas el grado V (Figura 7).

En los diferentes termogramas, pudo corroborarse mediante un anélisis
cualitativo un comportamiento semejante entre las especies evaluadas, con picos
bien matrcados que correspondieron a la pérdida de diferentes componentes; a los
50-100 °C se produjo la evaporacién del agua; a los 250-300 °C se genetd la
degradacién térmica de los azucares de la madera (hemicelulosas); a los 360 °C se
formé el mayor pico correspondiente a la degradacién de la celulosa cristalina,
dando lugar a una fase abrupta de pérdida de masa; mientras que a los 500 °C se
reflejé la degradacion térmica de la lignina.
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Figura 7. Analisis de TGA y DTG de grados de deterioro en especies evaluadas.

* Lineas continuas corresponden al grado I y lineas discontinuas representan al grado V. Conjunto de lineas
descendentes indican las pérdidas de masas en funcion de la temperatura (TGA). Conjunto de lineas con picos
indican sus correspondientes derivadas matematicas (DTG).

Segtun Yang e al. (2007) la degradacion de la lignina es lenta y se produce desde
los 100-900 °C, sin embargo en el ensayo de temperatura final (600 °C) se observo
una masa de residuo insignificante.

En general, se confirmé que los picos del grado de deterioro V fueron menores,
puesto que la degradacion fue considerable.

Las curvas de pérdida de masa de la MM, obtenidas a lentas velocidades de
calentamiento, mostraron varias zonas de reaccidon asociados con la
descomposicion de sus componentes, que alcanzaron tasas maximas a diferentes
temperaturas (Antal y Varhegyi, 1995).

4. Consideraciones finales

Numerosos autores han demostrado que los métodos de investigacién térmica
constituyen herramientas adecuadas para el estudio de las propiedades fisicas de
la madera (Gronli ez al., 1999; Franceschi e al., 2008; Hou ¢t al., 2008).

Las bajas velocidades de calentamiento TGA, las propiedades especificas de la
celulosa y los diferentes sistemas de medicion (Grenli ef a/, 1999) entre otros
factores, han demostrado que ejercen una influencia significativa en los
parametros cinéticos.

Gronli (1996) sostiene que para una lenta tasa de calentamiento, la degradacion
primaria de la madera comienza aproximadamente a los 500 K (226 °C), sin
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embargo, a un ritmo rapido, la degradacién se alcanza aproximadamente a 573 K

(300 °C), siendo practicamente el proceso encima de los 700 K (426 °C) (Pyle y
Zaror, 1984).

Segin Severian (2008) la primera etapa de pérdida de masa esta asociada con la
descomposicién de las cadenas ramificadas, mientras que la segunda etapa
corresponde a la ruptura de las principales cadenas del xilano.

Las técnicas MEB y TGA, son eficientes para confirmar la clasificacién visual
observada a campo (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacion de técnicas evaluadas

Técnica Grado V.

Clasificacion
Visual

MEB

E

Masa (%)
B 858838

TGA

o 100 200 300 00 500 w00
Temperatura {*C}

Dichas tecnologias de investigacién constituyen herramientas adecuadas para el
estudio de las propiedades fisicas, permitiendo comprender las transformaciones
que producen durante la descomposicién.
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