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Determinacion de lignina con clorito de sodio
y permanganato de potasio en forrajes
y alimentos concentrados’
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RESUMEN

Se ha demostrado que la oxidacidén con clorito de sodio (NaCiO; ), una técnica
que ha sido usada en investigacion de plantas por treinta afios, consiste en una oxi-
dacién del anilio fenil de la lignina sin remover los polisaciridos. El objetivo de este
estudio fué aplicar esta técnica a forrajes, alimentos y heces y comparar sus valores
con los valores de la lignina obtenidos por oxidacidén con permanganato de potasio.
Se seleccionaron siete materiales para representar una ampiia seccion de substratos
fibrosos. 1L.os substratos se secaron a 60°C por cuarenta y ocho horas, se molieron
en un molino Wiley (malla de 1 mm). Muestras de un gramo se dispersaron en oxa-
lato de amonio al 0,5 por ciento, se hirvieron durante dos horas y se filtraron. La
fibra extraida con oxalato de amonio se suspendi6 en dcido acético al 1 por ciento
a 70°C; se anadio después 1,25 g de clorito de sodio y se oxido la lignina por un
maximo de cuarenta y cinco minutos. Se interrumpid la oxidacién afiadiendo dcido
ascérbico, y la suspension fué filtrada y secada a 60°C por cuatro horas. La diferen-
cia en peso fué definida como la lignina por clorito de sodio. Los valores de la lig-
nina por permanganato y los de la lignina por clorito de sodio, para los substratos
examinados fueron, respectivamente: pasto Kentucky 5,56 y 6,06; pasto Reed
Canary 5,33 y 6,06; pasto Brome 5,54 y 5,564; pasto Orchard 4,68 y 6,73; Alfaifa
6,21 y 5,56; paja de trigo 12,44 y 8,72; heces de ovino 9,61 y 13,07. Se encontraron
diferencias considerables en los valores de la lignina con los diferentes substratos,
pero en general los valores de la lignina por clorito de sodio tendieron a ser superio-
res a los valores de la lignina por permanganato de potasio.

ABSTRACT

Sodium Chliorite oxidation, a technique which has been used in plant research
for thirty years, has been demonstrated to be an oxidation of the phenyi ring of
lignin without removal of polysaccharides. The objective of this study was to apply
this technique to forages, feeds and feces, and to compare its values with perman-
ganate lignin values. Seven feedstuffs were selected in order to represent a broad
cross section of fibrous substrates. Substrates were dried at 60°C for fourty eight
hours then ground in a Wiley Mili {1 mm screen). One gram samples were dispersed
in 0.5 per cent ammonium oxalate, boiled for two hours and then fiitered. The
ammonium oxalate extracted fiber was resuspended in per cent acetic acid at 70°C;
sodium chiorite (1,25 g) was then added, and the linnin oxidized for a maximun
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of fourty five minutes. Oxidation was stepped by adding ascorbic acid, and the
suspension was filtered and dried at 60°C for four hours, the difference in weight
was defined as sodium chlorite lignin. Permanganate lignin and sodium chiorite
lignin values were determined for the substrates: Kentucky blue grass 5,56 and 6,06;
Reed Canary grass 5,33 and 6,06; Brome grass 5,54 and 5,54; Orchard grass 4 68
and 6,73; Alfalfa 6,21 and 5,66‘, Weat straw 12,44 and 8,72 ; Sheep feces 9,61
and 13,07. Considerable differences in lignin values were found with the various
substrates, but in general, sodium chiorite lignin values tended to be higher than
permanganate lignin values.

INTRODUCCION

La lignina, el principal compuesto no carbohidrato de la pared celular de las plan-
tas, podria ser un marcador ideal para estudios de pesaje (6, 7, 9, 16) y un indicador
de la calidad del forraje. Sin embargo, andlisis presentes de la lignina por hidrélisis
con acido sulfdrico (11, 12) o por oxidacion con permanganato de potasio (15) son
complicados por aparentes artefactos (5, 9, 13, 14, 15). Durante m4s de treinta afios,
la oxidacién con clorito de sodio en 4cido diluido ha sido usada para aislar holocelu-
losa de la madera y de muestras de forraje (2). El mecanismo por el cual la oxidacion
con clorito de sodio delignifica la madera no esti entendido completamente, sin em-
bargo, durante la oxidacién con clorito de sodio se genera gas cloro el cual es satura-
do con agua, formando acido hipocloroso.

El objetivo de este estudio fué realizar la determinacién de la lignina con clorito
de sodio tal como es descrita por Collings(*) para usarlo en la evaluacion de alimen-
tos y forrajes en estudios de nutricion animal. Los valores obtenidos por este mé-
todo fueron comparados con los valores de la lignina obtenidos por el método de
oxidacion con permanganato de potasio, desarrollado por Van Soest (15).

MATERIALES Y METODOS

Siete materiales entre alimentos concentrados, forrajes y heces fueron selecciona-
dos para representar una amplia seccion de substratos fibrosos. Cada substrato fué
coleccionado y secado a 60°C en un horno cerrado por cuarenta y ocho horas y
después pasado a través de una malia de 1 mm en un molino Wiley. Una segunda
determinacién de materia seca (A) fué realizada a 60°C en la mezcla molida, antes
de los analisis,

El procedimiento de oxidacidén descrito por Collings(*) ha sido utilizado de ma-
nera que pueda ser obtenido el porcentaje de la lignina en una muestra. Una muestra
de un gramo se pesé en un Beaker de Berzelius y se afiadié 200 mi de una solucién
de oxalato de amonio al 0,5 por ciento. La solucién se calento hasta ebullicion (5 a
10 minutos) en un aparato de refiujo. El calor se redujo para obiener una ebullicion
constante y se calento a reflujo por dos horas desde el inicio de la ebullicion. Crisoles
con filtro de vidrio (Porosidad 1) se pesaron y se colocaron en un tubo maltiple
(manifold) para filtrado a vacio. La muestra se vacié en el crisol y se filtré con vacio.
El residuo se lavo dos veces con cincuenta mi de agua destilada caliente. El crisol
mas la fibra se secd por cuatro horas o mias a 60°C. El crisol mas la fibra se peso
después de treinta minutos en un desecador y otra vez después de treinta minutos
a la temperatura del laboratorio. Esto se hizo para medir la absorcion de agua por la
fibra, dato que mas tarde serd tomado en cuenta para hacer los calculos. El residuo
de fibra fué sacado del criso! y pesado (B), después transferido a un beaker de
Phiilips de 250 ml y se afiadi6 100 mi de una solucion de dcido acético al 1 por

(*) Collings F. George. A guide to forage and feed fiber analysis. Animal Husbandry Department, Nutrition La-
boratory. Michigan State University. East Lansing. 1978,



ciento. Esta mezcla se calentd a 70°C y después se afiadio un gramo de clorito de
sodio. Fué necesario realizar esta operacion en una campana extractora porque el
didxido de cloro generado es toxico y explosivo. El calentamiento continué por
treinta minutos, agitando constantemente. Después de treinta minutos se afiadio
una cantidad adicional de 0,25 g de ciorito de sodio y el calentamiento continué
por quince minutos adicionales. Al final del periodo total de oxidacidn (cuarenta y
cinco minutos), ia solucion se enfrié y se afadio suficiente dcido ascérbico (hasta
0,5 g) para parar la reaccion de oxidacion. Un cambio de color de amarillo brillante
a claro fué la indicacion del cese completo de la oxidacion por clorito de sodio. La
solucion fué vertida en un crisol con filtro de vidrio previamente tarado y el crisol
y su contenido secados a 60°C por cuatro horas o mas. Ei crisol se pesé después de
ser enfriado por treinta minutos en el desecador v los calculos hechos fueron los
siguientes:

Pesos Obtenidos y Cdlculos:
1. (A) Materia seca de la muestra molida
2. (B) Residuo de fibra oxalica(**)

3. (C) (Peso del crisol 1 + fibra oxadlica) — Peso del crisol 1 = Peso de la fibra oxalica
al minuto cero. ,

4. (D) (Peso del crisol 1 + fibra oxdlica) — Peso del crisol 1 = Peso de la fibra oxdlica
al minuto treinta.

5. (E) (Peso del crisol 2 + holocelulosa) — Peso del crisol 2 = Peso de holocelulosa.

6. Peso de la lignina = | (€) X (B) (E)
(D)

7. Porcentaje de la lignina en la materia seca:

{C) X Pesode lalignina

)y X (B)
(D) X 100
Peso de la muestra X (A)

RESULTADOS Y DISCUSION

El desarrollo del procedimiento de extraccion de la lignina con clorito de sodio
fué usado para separar holocelulosa y no para determinacién de la lignina. Sin em-
bargo, por ebullicién con una solucion diluida de oxalato de amonio, el citoplasma
de la pared celular y algunos dcidos urdnicos son extraidos de la pared celular dejan-
do una fraccion de la pared celular que puede ser usada para posteriores andlisis,
tales como la determinacién de la lignina por oxidacién con clorito de sodio(***),

Los valores para la lignina por clorito de SOle y permanganato de potasio, para
los siete substratos, son mostrados en la Tabla 1. Con dos de las muestras analizadas,
los valores de la lignina con clorito de sodio fueron significativamente (P < 0 05)

(**) Fibra extraida con oxalato de amonio.

(***} MORT, A.J. Partial Characterization of extension by selective degradation of cell walls. Ph. D. Tesis. Mi-
chigan State University. East Lansing. 1977.
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TABLA 1. Comparacion de valores de lignina obtenidos con clorito de sodio
¥y permanganato de potasio :

Valores de lignina

Clorito de Permanganato
Substrato Sodio de Potasio S.E.
Pasto Kentucky 6,062 5,562 0,28
Pasto Reed Canary £942 5,338 0,23
Pasto Brome 5042 5,543 0,30
Pasto Orchard 6,732 4,68 0,05
Alfalfa 5,662 6212 0,29
Paja de trigo 8,723 12,440 0,30
Heces de Ovino 13,072 9610 0,39

2 Cada valor es el promedio de seis determinaciones.

P Los valores son significativamente diferentes (P < 0,05) con *“The Student-New-
man-Keuls multipie comparison test”.

mayores que los valores por permanganato de potasm El valor con clorito de sodio
para la paja de trigo, sin embargo, fué significativamente (P < 0,05) menor que el
valor obtenido con permanganato. No se encontraron diferencias significativas
entre los valores de las otras cuatro muestras analizadas.

Las diferencias observadas entre ios dos valores de la lignina pueden en parte ser
debido: a) la cdompleja variedad de componentes estructurales de los substratos,
b) la naturaleza del residuo fibroso después del tratamiento con oxalato de amonio,
y c¢) el mecanismo de ataque de los dos agentes oxidantes. Talmadge (10) ha descriio
la compiejidad de la estructura dei carbohidrato conseguido en la fracci6én hemi-
celulosa y las fuertes asociaciones que existen entre los azlcares celuiosa y hemice-
lulosa. La lignina unida a carbohidratos ha sido también extensamente investigado
por Morrison (8). Estas interacciones fisicas y quimicas entre los carbohidratos se
espera que varien entre los substratos y contribuirdn a las variaciones conseguidas
con un procedimiento analitico. Ei residuo fibroso inicial, con ambos dcidos deter-
gente o oxalato de amonio, podria tener una considerable influencia en los valores
de la lignina. La extraccion con dcido detergente removerd la hemicelulosa dejando
detras una fraccion conteniendo lignocelulosa y ceniza insolubie (8). Recientemente,
se ha demostrado que esta fraccion también contiene Pectina (1). El tratamiento
también puede resultar en la pérdida parcial del complejo de lignina-hemicelulosa,
aunque este efecto no ha sido examinado. La extraccion con oxalato de amonio es
un proceso mds débil y remueve solo el citoplasma de la pared celular y algunos
acidos uronicos. Esto deja la fraccion de holocelulosa virtualmente intacta. Por otro

" lado el mecamsmo de ataque del clorito y permanganato en la lignina puede ser di-

ferente, especmlmente con relacion al residuo inicial usado. El permanga.nato es un
agente oxidante mas poderoso que el clorito de sodio y su exacta reaccién con la
lignina no es conocida. Se cree que afecta los componentes de los carbohidratos.
La oxidacion de la lignina con clorito de sodio, aunque no esta completamente elu-
cidada, ha sido examinada en forma mds completa (4) y ha sido usada por muchos
afios en estudios botanicos (2, 3).

Estos resultados pueden ser significantes en estudios de balances para calidad de
forrajes, y estudios de pesajes con la lignina como un marcador interno. Los valores
indeterminados para la lignina podrian erroneamente sugerir alta digestibilidad de
la lignina (4). El procedimiento descrito con clorido de sodio ofrece ser un método

relativamente econdémico y exacto para determinar la lignina.’
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