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Técnicas de preparacion de muestras sedimentarias

para la extraccion de fitolitos

Alejandro Fabian ZUCOL' y Margarita OSTERRIETH?

Introduccion

Los fitolitos, para los fines de las técnicas de extraccion,
pertenecen al grupo de los microfésiles que resultan alterados
por el tratamiento con &cidos fuertes. Si bien algunas de las
técnicas utilizadas para su concentracion son comunes con la
metodologia aplicada en microfésiles &cido resistentes, las
principales diferencias radican en sustituir todo tratamiento
con &cido fuertes, ajustar los valores densimétricos de separa-
cién y seleccionar correctamente las fracciones granométricas
de la muestra de acuerdo al rango de tamafio de los fitolitos.
Al efectuarse un ataque con un &cido fuerte (por ejemplo &ci-
do fluorhidrico) se disolvera todo material siliceo, incluyendo
los fitolitos. Si por otra parte se realiza una separaciéon den-
simétrica ajustando el peso especifico del liquido pesado a 2,0
(como comunmente se realiza para paleopalinologia), se per-
der& una fraccion de microfésiles (de peso especifico entre 2,0
- 2,3) con los minerales pesados, la cual es cuali y cuantitati-
vamente rica en fitolitos (Fredlund, 1986). Por ultimo, si bien
algunos autores mencionan que un elevado porcentaje de los
fitolitos aislados no superan los 20 um de diametro (Wilding y
Drees, 1971), existen numerosas formas diagnésticas de mayor
tamafio, como asi también fitolitos articulados en fragmentos
de tejido silicificado de hasta 10 - 20 células. Esto hace necesa-
rio ajustar la metodologia de extraccion al amplio rango de ta-
mafio de los fitolitos, en relacién con las fracciones granomé-
tricas de las muestras.

Distintos métodos de extraccion de fitolitos han sido pro-
puestos de acuerdo a la naturaleza de las muestras (Bertoldi
de Pomar, 1976; Fredlund, 1986; Kondo et al., 1987; Piperno,
1988; Rovner, 1990; Pearsall, 2000). En la presente contribucion
se describe una metodologia bésica, que con pequefias varian-
tes puede ser aplicada a muestras de sitios arqueoldgicos,
muestras de suelos y de sedimentos; y que ha sido implemen-
tada con éxito desde los sedimentos mas recientes (holocenos),
hasta sedimentos pale6genos (eocenos).

Metodologia

La metodologia comprende cinco conjuntos de tareas, que
cronolégicamente son las siguientes:

A) Preparacion de la muestra

A.1) Secado. El secado de la muestra debe realizarse a tem-
peratura moderada y en ambiente libre de contaminaciones,
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en estufa o secadero. Para ello, se distribuye la muestra en for-
ma pareja sobre un recipiente de fondo plano y se lleva a es-
tufa, removiendo el material periédicamente para facilitar el
proceso. Si bien la temperatura y el tiempo de secado se en-
cuentran condicionados por las propiedades del material y el
tipo de investigacion, se debe evitar sobrepasar los 60 °C para
que no se produzcan terrones por la deshidratacion de los mi-
nerales arcillosos. En lineas generales, para muestras gra-
nométricamente heterogéneas, es conveniente el secado a 50
°C por 2 a 3 dias, estos tiempos podran ser reducidos en ma-
teriales arenosos o gruesos por un incremento de la tempera-
tura.

A.2) Desagregacion. Con la finalidad de facilitar las si-
guientes etapas, el material seco es desagregado en rodillo o
molino mecanico o manualmente con mortero. En algunos ca-
sos la desagregacion debe realizarse en medio del proceso de
secado para evitar que los terrones grandes conserven hume-
dad. La trituracion no debe sobrepasar el tamafio de grano, ya
que de ser asi se afectarian las particulas clasticas. Para el caso
de sedimentos cementados por precipitados quimicos, debe
recurrirse a procedimientos alternativos que dependen de la
naturaleza quimica del cementante.

A.3) Obtencién de la alicuota. La alicuota a procesar debe
ser representativa de la muestra; para ello, se puede utilizar
cuarteadores mecéanicos o realizar un cuarteo manual (Bertoldi
de Pomar, 1976). El volumen de la alicuota es variable (de 5-100
gr), dependiendo del tipo de sedimento y la finalidad del estu-
dio.

B) Tratamiento preliminar

B.1) Eliminacion de sales solubles. La alicuota es lavada
con agua destilada en varias oportunidades. Con el fin de eli-
minar todas las sales solubles es conveniente que uno de los
lavados se realice a calentamiento moderado (60 -70°, con la
precaucion de nunca llegar a ebullicion). Si es necesario con-
servar todos los tamafios de particulas, es conveniente que el
lavado de la muestra se realice en filtro de vacio o poroso; de
no ser asi puede sifonarse el agua de lavado teniendo en cuen-
ta el tiempo de decantacion del tamafio de particula que se de-
sea conservar. Para un didmetro de particula superior a 7,8
pum, de 28 a 32’ (de 22 a 18 °C respectivamente) son suficientes
para lograr la decantacién (cuadro 1).

B.2) Eliminacién de carbonatos. La presencia de carbona-
tos en la muestra puede constatarse mediante el agregado de
gotas de HCI a una sub-muestra; si la muestra no posee car-
bonatos (ausencia de desprendimiento gaseoso) puede conti-
nuarse directamente con el paso B.3. En caso contrario, para
su eliminacion se utiliza una solucion de HCI diluido al 10%
con calentamiento moderado (también puede utilizarse &cido
acético en solucién buffer a pH 3 (sensu Barboni et al., 1999), si
bien no es recomendable llegar a pH tan cercanos a los valo-
res de solubilidad de la silice), reiterando este tratamiento
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hasta que la falta de reaccion indique la ausencia de carbona-
tos.

Debe tenerse en cuenta que con la eliminacion de carbona-
tos en esta etapa se estan eliminando ademas de los compues-
tos minerales cementantes, algunos minerales célcicos y calci-
fitolitos; de modo que, segun la finalidad de las investigacio-
nes, se debera considerar la realizacion de este ataque.

B.3) Dispersion. La agregacion del material cléstico es oca-
sionada principalmente por la presencia de materia orgénica o
por la elevada cantidad de particulas arcillosas. Con la finali-
dad de liberar los componentes individuales de la muestra y
facilitar posteriores tratamientos, se realiza una dispersion,
utilizando hexametafosfato de sodio o Calgén (pirofosfato de
sodio o sodio beta). Para el caso del hexametafosfato de sodio
se utiliza una solucién 0,1 N, preparada al momento de reali-
zar el procesamiento. Para ello, en probetas de 1000 ml se agre-
ga paulatinamente a la muestra la solucion, agitando por 5-107;
luego se deja actuar por 24 horas, alternando la agitacion y se-
dimentacién en este lapso de tiempo. Se puede utilizar tam-
bién batidora mecanica, lo que reduce considerablemente la
duracion de esta etapa a unas horas. Si el dispersante utilizado
es Calgon se debe aplicar en una solucién al 5%.

B.4) Eliminacién de materia orgénica. La materia orgéanica
debe ser eliminada de las muestras ya que, de estar presente, fa-
cilita la agregacion del material y esto dificulta la separacion
densimétrica, impidiendo la libre flotacion de los fitolitos. Por
otra parte, los restos orgénicos independientes flotaran con el li-
quido pesado, dificultando la observacion en los preparados mi-
croscopicos. Si bien mucha de la materia orgéanica puede ser eli-
minada con el liquido sobrenadante de los pasos previos, o0 por
tamizado para el caso de restos organicos macroscopicos, los
restos finos, alterados o no, deben ser eliminados por un ataque
guimico con sustancias oxidantes que no afecten los minerales.
La eliminacion se realiza utilizando H,O, (20 6 30 volumenes) en
frio durante 24 horas, o en caliente (100-120 °C), con agregado
de H,0, hasta no observar desprendimiento gaseoso.

Una alternativa més violenta es tratar las muestras con
KMnO, al 5% y agregado de algunas gotas de H,SO,; se deja ac-
tuar durante 24 horas en frio con agitacion periddica de la so-
lucion. Posteriormente se agrega el H,O, al 10% hasta total de-
coloracion de la solucién, calentando luego a 100 °C hasta to-
tal desprendimiento del oxigeno libre.

B.5) Eliminacion de barnices y/o cementos. Esta etapa
consta de un segundo tratamiento con solucién de HCI diluido
al 10%. Se ha observado que en algunas muestras, en este mo-
mento del procesamiento, pueden aparecer barnices o cemen-
tos liberados como resultado de los ataques realizados en los
pasos B.4 'y B.5. La presencia de barnices de hierro se evidencia
por una coloracion amarillenta de la solucién, mientras que la
presencia de carbonatos se evidencia por la efervescencia pro-
ducida por el ataque &cido. El tratamiento con la solucién acida
se reiterara hasta que el liquido sobrenadante quede limpido y
no se observe reaccion. Si persiste la presencia de éxidos de hie-
rro, el tratamiento puede intensificarse agregando cristales de
Cl, Sn a la solucion de HCI, cuidando siempre que el pH se
mantenga entre valores de 4,5 - 8,5.

Si el sedimento posee pirita, como por ejemplo hemos ob-
servado en sedimentos holocenos de Mar Chiquita (Buenos
Aiires), su eliminacion puede lograrse tratando la muestra con
HNO, diluido en caliente, pero se corre el riesgo de afectar al-
gunos minerales.

B.6) Neutralizacién. Para la etapa final de limpieza de
muestra, se debe realizar un riguroso lavado con agua destila-
da hasta eliminar todo indicio de acidez. Esta ausencia se com-
prueba mediante el uso de indicadores de papel tornasol.
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C) Separacidn granométrica

Los pasos de esta separacion deberan modificarse de acuer-
do a la finalidad del trabajo. Con el objeto de enumerar las pau-
tas bésicas de la separacion, se describira la obtencién de tres
fracciones: fina (diametro de particula menor a 7,8 um), media-
na (entre 7,8 - 250 um) y gruesa (mayor a 250 pm). Si la inten-
cion es ajustar los analisis a otros didmetros de particulas, esto
se puede lograr mediante la variacion de los tiempos de sifo-
nado (para los diametros menores) y/o el uso de distinto ta-
mafio de malla de tamizado (para los diametros mayores).

C.1) Sifonado. La “muestra limpia” es colocada en una pro-
beta de 1000 ml y se le agrega agua destilada hasta un aforo
que llamaremos el cero de sifonado. Este método, basado en la
Ley de Stokes, consiste en homogeneizar el contenido de la
probeta mediante una enérgica agitacion y la posterior decan-
tacion de las particulas. Para una temperatura determinada, la
velocidad de decantacién variard en funcion del tamafio de
particula segun se detalla en el cuadro 1. Para separar la frac-
cion fina (particulas menores a 7,8 pm de didmetro), a una tem-
peratura de 20 °C, el sifonado se efectuara a una profundidad
de 10 cm por debajo del cero de sifonado, haciendo la toma a
los 30’ 26”. De esta etapa se obtendra una fraccion fina (por fil-
trado del liquido sifonado), quedando las restantes fracciones
en el liquido de decantacion.

C.2) Tamizado. El remanente de la etapa anterior es filtrado
y secado (fraccion mediana y gruesa). Para el caso en descrip-
cién el tamizado se realizara con malla de 250 um, separando la
fraccion gruesa de la mediana; pudiéndose agregar distintos ta-
mafios de tamices a la columna de acuerdo a las fracciones que
se desean obtener. Es recomendable la realizacion de un tamiza-
do en himedo, para evitar que posibles agregados de deseca-
miento de las particulas impidan su correcto fraccionamiento.

D) Separacion densimétrica

De acuerdo a los rangos de tamafio, la fraccion mediana (7,8
- 250 um de didmetro) es la principal portadora de fitolitos, tan-
to de micro como macrofitolitos (sensu Bertoldi de Pomar,
1971); no obstante, la separacion densimétrica puede realizarse
también en la fraccion gruesa.

D.1) Tareas previas. Se debe asegurar el perfecto estado de
sequedad de la muestra, ya que de estar hiumeda, la pelicula
de agua superficial producira la aglomeracion de las particulas
por tension superficial y eso puede provocar el arrastre del
material liviano durante la separacion densimétrica.

La seleccion del liquido pesado a utilizar se encuentra en
funcion de la densidad necesaria para separar los fitolitos del
material mineral. Los fitolitos poseen un peso especifico entre
1,5 a 2,3 (Jones y Beavers, 1963; Wilding y Drees, 1968); dentro
del rango de pesos especificos de los minerales sedimentarios
més comunes, los minerales livianos (tales como las ortoclasas,
calcedonia, oligoclasa y cuarzo) no poseen un peso especifico
inferior a 2,54, lo cual brinda una diferencia que permite la se-
paracion mediante un método densimétrico. El mayor inconve-
niente se presenta con los vidrios volcanicos (peso especifico
2,20 - 2,27), los cuales se encuentran dentro del rango de los fi-
tolitos, y son inevitablemente separados con la fraccién fitoliti-
ca. Al respecto, existe un método para la diferenciacion optica
del épalo organdgeno y los vidrios volcanicos propuesto por
Teruggi (1955), al cual se hace referencia en el Gltimo apartado
de esta metodologia. Una vez seleccionado el rango de densi-
dades, es posible establecer el liquido pesado a utilizar. Si bien
en el pasado el bromoformo (tribromometano) fue el liquido
pesado de mayor uso, ha sido paulatinamente reemplazado
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Cuadro 1. Tasas de sedimentacion de particulas en relacion al didmetro de particula y la temperatura / Particle sedimentation rates related

to particle diameter and temperature.

Diametrode  Profundidad Tiempo de sedimentacién
particula (Hm) * (cm)** alg8°C a19°C a20°C az2l°C a22°C
62,5 20 20”7 207 207 20” 20”
442 20 2’07 1577 1" 547 1" 51” 1" 49~
31,2 10 2’07 1577 1" 54” 1" 51” 1’ 49~
22,1 10 407 3’ 547 3487 3427 337"
15,6 10 8 0” 7 48" 7 36”7 7 25" 7 157
78 10 31’51 31117 30’ 26” 2941 28’ 59”
39 5 63’ 58” 62’ 227 60’ 51” 59’ 23” 57’ 58”
1,95 5 4 hs 16’ 4hs9 4hs3 3 hs 58’ 3hs 52
0,98 5 17 hs 30’ 16 hs 38’ 16 hs 14’ 15 hs 50’ 15 hs 28’
0,49 5 68 hs 14’ 66 hs 32 64 hs 54’ 63 hs 20 61 hs 50

* Limite superior del rango de diametro de particula. ** Distancia con respecto al “cero de sifonado”.

por el empleo de solucién de ioduro de cadmio y potasio, o de
cloruro de zinc en la pasada década (Mulholland, 1985).
Actualmente, en el mercado existen dos sustancias cuyos nom-
bres genéricos son polytungstato de sodio y metatungstato de
litio. Las mismas permiten en solucién acuosa obtener un li-
quido pesado que se ajusta al peso especifico requerido para es-
ta separacién, con un elevado porcentaje de reciclado vy, a dife-
rencia de los anteriormente utilizados, con un grado de toxici-
dad minimo para el operario y para el medio ambiente.

En el caso personal se ha utilizado el polytungstato de so-
dio en solucidén acuosa. El control del peso especifico del liqui-
do pesado puede realizarse mediante el uso de balanza de
Westphal, picnémetro o densimetro, para una medicion exacta,
0 bien por medio de indicadores de Kranz (Bertoldi de Pomar,
1976) los que brindan una medicion por rango de densidades.

D.2) Separacion densimétrica. Para esta separacion se pue-
de utilizar ampollas de decantacién o embudo de vidrio adap-
tado para decantacion mediante un tubo de goma con pinza de
presion, o bien mediante centrifugacion en tubo de ensayo, ya
sea directamente o por la técnica del doble tubo. Este disposi-
tivo se logra mediante un tubo de vidrio o plastico transpa-
rente de base conica perforada (con una perforacion no mayor
de 4 mm de didmetro) que es calzado, mediante un tap6n de
goma perforado, dentro de un tubo de centrifuga. Una vez
ajustado el tubo interno de modo tal de dejar suficiente espa-
cio entre el fondo de ambos tubos, se agrega el liquido pesado
aproximadamente hasta la mitad de su capacidad.
Posteriormente, se esparce la alicuota de muestra (su volumen
estara de acuerdo a la capacidad de los tubos utilizados) por la
boca del tubo interno, tratando de evitar la formacion de gru-
mos. Paso seguido, se vuelve a agregar el liquido pesado en

Cuadro 2. indices de refraccion de los medios de montaje /
Refraction indexes of mounting media.

Medio de montaje Indice .d,e Tipo de
refraccion preparado

Glicerina-gelatina 1,450 Sélido
Glicerina 1,470 Liquido
Vaselina liquida o petrolato 1,480 Liquido
Estirolita 1,517 Sélido
Aceite de cedro o de inmersion 1,518 Liquido
Balsamo de Canada 1,534 Sélido
Aceite de clavo 1,544 Liquido
PVK 1,696 Sélido

forma suave para evitar corrientes que pueden arrastrar los
materiales livianos, hasta aproximadamente 3/4 del tubo. Los
tubos correctamente cerrados se centrifugan, evitando sobre-
pasar las 1200 RPM. Los tiempos de centrifugado se ajustaran
de acuerdo a la composicién granométrica de la muestra (para
arenas bastara con 2-5" incrementandose los tiempos gradual-
mente para muestras de particulas menores). Una vez conclui-
da la centrifugacion, se extrae el tubo interno y el liquido es fil-
trado con papel de filtro obteniendo la fraccion liviana; parale-
lamente es filtrado también el liquido del tubo externo con lo
que se obtiene la fraccion pesada. Con esta técnica se minimi-
zan las posibilidades de mezcla de ambas fracciones, que son
frecuentes cuando se realiza la separacion en un Unico tubo.

De utilizarse ampolla de decantacion o embudo de vidrio,
una vez dispuestos en su soporte, se cierra el robinete o pinza
y se llena hasta la mitad de la ampolla con el liquido pesado;
se esparce la alicuota de muestra seca sobre la superficie del li-
quido, y se enrasa hasta el nivel de mayor didmetro de la am-
polla o 3/4 del embudo, agitando con varilla de vidrio para
evitar la formacion de grumos. El tiempo necesario para la se-
paracion dependerd del tipo de muestra, y se incrementara a
medida que el tamafio de particula sea menor. Una vez que el
liquido pesado se torna limpido y el material (tanto el superior
como el inferior) no muestra grumos, se realiza la separacion y
filtrado de ambas fracciones.

E) Obtencidn de preparados microscopicos

Los fitolitos poseen un indice de refraccién (IR) de 1,410 -
1,465, con un valor medio de 1,458 (Teruggi, 1955; Jones y
Beavers, 1963); para lograr un buen contraste se necesitara uti-
lizar un medio de montaje cuyo IR sea levemente superior y
que se mantenga dentro del rango del IR del vidrio empleado
en el instrumento 6ptico (normalmente entre 1,500 a 1,600).

Los medios de montaje pueden ser liquidos o sélidos; los li-
quidos permiten el movimiento de los fitolitos, facilitando su ro-
tacion y su observacion en los distintos planos; la desventaja de
este tipo de preparados es que se conservan por menos tiempo
que los sélidos. En la cuadro 2 se enumeran algunos de los me-
dios de montaje utilizados. Segun los distintos autores para el
montado de los fitolitos se puede utilizar vaselina, aceite de cla-
vo (Teruggi, 1955), Estirolita (Powers, 1989), Permount, Balsamo
de Canada (Piperno, 1988), PVK o poly (N-vinylcarbazole)
(Kaplan, 1988).

Para diferenciar los fitolitos del vidrio volcanico (IR: 1,480
- 1,612) presente en la fraccion liviana, Teruggi (1955) propone
realizar los preparados microscépicos con vaselina liquida o
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petrolato (IR: 1,480), este medio separa épticamente dos gru-
pos: uno de indice de refraccién inferior (constituido casi com-
pletamente por el 6palo) y otro de indice superior en el que se
encuentra el vidrio y otros componentes minerales.

En nuestros estudios se ha logrado una considerable dife-
renciacion optica mediante el uso de aceite de cedro o liquido
de inmersion (IR: 1,518). La técnica de montado con medio li-
quido consiste en colocar una gota del medio sobre un porta-
objeto limpio, esparcir homogéneamente una alicuota de la
fraccion liviana y cubrir con cubreobjeto de modo de evitar
que el liquido realice corrientes que puedan arrastrar el mate-
rial. El sellado se puede realizar mediante el uso de parafina o
esmalte de ufias. Mientras que para medios solidos, como
Balsamo de Canadé, la técnica consiste en colocar una gota de
balsamo sobre el portaobjeto limpio, esparcir homogéneamen-
te una alicuota de la fraccion y deslizar suavemente el cubre-
objetos previamente humedecido en xilol; el preparado se pre-
siona suavemente hasta la distribucion uniforme del balsamo,
manteniéndolo presionado con la ayuda de clips, mientras se
secan a estufa.
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