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Las sustancias humicas representan los constituyentes mas activos de la materia orgéanica del
suelo en términos de sus funciones ambientales y agroecologicas. Estas sustancias son
definidas convencionalmente en funcion de sus propiedades solubles [p.gf., dcido humico =
fraccion insoluble en dcido, acido fulvico = fraccion soluble en acido], y ocurre en suelos y en
sedimentos fosilizados y recientes. Sin embargo, no esta clara su presencia en residuos
organicos compostados y en la mayoria de fertilizantes organicos. Por esta razon, y
principalmente para el caso de las enmiendas organicas obtenidas de la transformacion
controlada de biomasa agricola o residuos urbanos (composts...), la evaluacion de la calidad
fisicoquimica de las sustancias humicas es mads importante que la cuantificacion de /a
cantidad de estos materiales. Esta evaluacion requiere la aplicacion e interpretacion de
indlices especificos asi como el uso de técnicas de caracterizacion molecular para determinar
la amplitud a la cual estas sustancias humicas presentan constituyentes estructurales
especificos o propliedades agroquimicas similares a las que se dan en la materia organica
formaaa en el suelo.

1. Quimica del Humus. Materia orgénica del suelo

1.1. Constituyentes de la materia organica del suelo: biomacromoléculas vy sustancias
himicas

Hay una parte de la materia orgénica del suelo que muestra una composicién guimica con
caracteristicas estructurales compartidas con los constituyentes macromoleculares de la
biomasa de vegetales y de origen microbiano [p.ej., celulosas, hemicelulosas, ligninas,
cutinas, suberinas y proteinas]. Estos constituyentes biogénicos tienden a ser degradados
con mayor o menor facilidad en CO, y H,O (proceso de mineralizacion). Sin embargo, una
cantidad significativa de materia orgénica del suelo puede comportarse como recalcitrante
(a una escala temporal de siglos) como resultado de la modificacion quimica y las
interacciones con otros constituyentes del suelo (proceso de humificacion). Tales
materiales macromoleculares resistentes a la biodegradacién son referidos genéricamente
como sustancias humicas, las cuales representan la mayor reserva de carbono organico en
la superficie de la Tierra y se caracterizan por estar compuestas por una mezcla
polidispersa de macromoléculas de estructura cadtica. Las sustancias humicas presentan
una estructura extremadamente compleja: se comportan como un continuo donde
posiblemente no hay dos macromoléculas exactamente iguales. Pueden ser clasificadas
operacionalmente en términos de sus propiedades solubles [1]: los acidos hamicos (HAs)
son extraidos de los suelos con soluciones alcalinas y convertidos en precipitados insolubles
tras la acidificacion, los &cidos fulvicos son solubles tanto en soluciones acidas como
alcalinas, y las huminas son la materia organica en los residuos alcalinos.

Desde el punto de vista ambiental, hay un doble interés en el estudio de las sustancias

humicas: son una fuente de conocimiento ambiental (la evaluacién del impacto ambiental
en suelos) pero también actlan como constituyentes activos del suelo. De hecho, las

- G. Almendros - 239



sustancias humicas son consideradas tradicionalmente como una fuente de nutrientes de
liberacién lenta para las plantas y una reserva de coloides organicos con un papel principal
en la regulacidon de procesos de nutricion de vegetales, movilidad de iones téxicos y en la
agregacion, estructura y capacidad de retencion hidrica del suelo.

No hay conocimientos actuales de la estructura de los HAs, aunque se asume que
consisten en un reticulado flexible formado por agregaciones hieraticas de micelos
incluyendo campos bastante definidos parecidas a macromoléculas conocidas en seres
vivos. Las sustancias humicas tienen una estructura de microporos que permiten el
fenbmeno de difusibn de compuestos de bajo peso molecular. Son anfifilicos, con
superficies reactivas hidrofébicas e hidrofilicas. Los métodos quimicos hiumedos basados en
la titulacion de grupos funcionales indican la dominancia de grupos carboxilos, fendlicos,
hidroxilicos, alcohdlicos y quinoides [2, 3].

Segun lo esperado, la cuantificacion de cualquier constituyente definido o grupo estructural
en un continuo de unidades con unas series de caracteristicas compartidas es una tarea
complicada y ha conducido a una serie de clasicas controversias. Por ejemplo, estudios
usando resonancias magnéticas nucleares con *C sugieren una nueva estimacién de
aromaticidad en HAs y han conducido a una revision critica de los resultados obtenidos por
métodos de degradacion oxidativa drastica [4, 5]. De hecho, se admite normalmente que
las estructuras alifaticas en HAs son mucho mas abundantes de lo que anteriormente se
creia, ya que los modelos de estructura clasica tuvieron un gran alcance basado en la
guimica de la lignina y el carbén. En cualquier caso, esta claro que no hay una técnica
experimental individual que dé una imagen clara de la estructura de los HAs, y el uso de
varios métodos complementarios proporciona una visidbn mas fiable de sus caracteristicas.
En otras palabras, las limitaciones de una poderosa analitica y técnicas instrumentales que
son confiables para la caracterizacibn molecular de biomacromoléculas complejas podrian
ser debidas al hecho que la mayor parte de la estructura de HA consiste en una
“megamolécula” formada por una red de enlaces C-C y C-O, sin unidades estructurales
discretas pero con una estabilidad similar a la degradacién quimica y biolégica de todos los
enlaces envueltos en la estructura completa.

1.2. Limitaciones de la caracterizacidn molecular de sustancias hdmicas

Los acidos humicos tienen un origen complejo y una estructura macromolecular
heterogénea dependiendo de los materiales originales (tipo de vegetacion, biomasa
microbiana...) y las condiciones ambientales en los diferentes tipos de suelo [3, 6, 7].
Incluyen fracciones aromaticas y alifaticas (O- alquilo y alquilo) y unas series de grupos
funcionales con O (principalmente carboxilos y fenoles OH) en superficies con diferentes
reactividad [8].

En lo concerniente al andlisis estructural de las sustancias humicas, algunas metodologias
consisten en la degradacion quimica o térmica seguida por la identificacion de los
fragmentos por técnicas como la cromatografia de gases/espectrometria de masas.
Algunos fragmentos tipicos liberados por sustancias himicas por estos acercamientos son
alcanos, acidos grasos, a,o-diacidos alcanoicos, OH-acidos grasos, acidos fendlicos, acidos
bencenocarboxilicos, compuestos furanos y algunas moléculas conteniendo N- y S-. En
algunos casos, estas técnicas ofrecen un diagnéstico interesante de compuestos
biomarcadores con un claro valor quimiotaxonémico. Sin embargo, las técnicas de
degradacion quimica a menudo conducen a una pérdida selectiva de “bloques de
construccion” labiles, especificos, asi como producciones cuantitativas en polarizacion
negativa de los diferentes constituyentes. Alternativamente, hay técnicas derivativas
suaves que dejan grandes cantidades de residuo no-degradado, pero los compuestos
anteriores de la firma o biomarcador pueden ser preservados, ofreciendo pistas validas en
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los precursores de HA [3, 9]. Estos métodos no-destructivos, principalmente por
espectroscopio en los rangos visible, infrarrojo y nuclear, informa sobre las cantidades
relativas de las unidades estructurales principales (alcalis, C-alcalis, aromaticas,...), y en
algunos casos también es posible una cuantificacion tosca de algunos grupos funcionales
[10, 12].

1.3. Sustancias himicas del suelo y secuestro de C en el suelo

El secuestro de carbono es el resultado de una serie de procesos a través de los cuales el
CO, atmosfeérico es extraido de la circulacion biogeoquimica y almacenada en el suelo y la
biomasa. Los procesos que llevan a la estabilizacién del C atmosférico (p.ej., el proceso de
humificacion natural, la produccibn de enmiendas recalcitrantes o incluso procesos
industriales para producir diferentes tipos de carbdn vegetal) tienen un interés ambiental y
socio-econémico [13]. Diferentes procesos simultaneos e interrelacionados estan envueltos
en el secuestro de C: preservacion selectiva de biomasa, alteracion diagenética de
biomacromoléculas y humificacion por neoformaciébn en sensu stricto (microbiana,
enzimatica o abiotica). En los casos mas favorables, la evaluacion de su amplitud variable
(en escala espacial o temporal) puede ser realizada usando técnicas de aislamiento y
andlisis de compuestos biomarcadores libres — 0 marcados — que se dan en las fracciones
lipidicas [14]. Esto es complementado por los analisis moleculares de sustancias humicas
macromoleculares por degradacion quimica y/o térmica seguida de una espectrometria de
masas, 0 el uso de métodos no destructivos como los espectroscopios de resonancia
visible, infrarroja o nuclear [NMR]. En general, no hay una unica aproximacion
experimental para identificar exactamente las sustancias formadas en cada uno de los
procesos mencionados anteriormente, como las diferentes rutas de humificacién que llevan
con frecuencia a sustancias de estructuras y propiedades comunes [7].

Los factores del suelo relacionados con la retenciéon de formas de C en suelos pueden ser
divididos en factores intrinsecos y extrinsecos, segun:

1.3.1. Factores intrinsecos

1.3.1.1. La resistencia de unidades estructurales. En general, depende de las cantidades
relativas de unidades estructurales (aromaticas, alcalis, conteniendo N- y O-). Las
unidades aromédticas han sido consideradas tradicionalmente como mas
resistentes a la degradacion que las estructuras alifaticas (O-alcalis, alcalis).

1.3.1.2. Factores de enlaces intramoleculares. Estén relacionados con el grado de
condensacion estructural, lo cual también depende del numero de enlaces
intramacromoleculares o de las cantidades de “bloques de construccién”
polifuncionales.

1.3.1.3. Estabilidad inducida por la estructura cadtica. Durante los procesos de humificacion
hay un incremento progresivo de la complejidad estructural de las
macromoléculas hamicas, lo que las convierte en dificilmente reconocibles por las
enzimas microbianas. Esta estructura cadtica y la morfologia fractal de los
coloides humicos ha sido relacionada recientemente con la estabilizacion del C del
suelo [15, 16].

1.3.2. Factores extrinsecos
En adicién a los factores climaticos y locales (inundaciones, temperatura, topografia, etc.)

hay bastantes procesos dependientes del suelo, no directamente conectados con la
composicién quimica de la materia organica secuestrada.
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1.3.2.1. Proteccion fisica. En general, est4d relacionada con los patrones de
microcompartimentacion de las fracciones particuladas [17, 18]. Los
microagregados del suelo proporcionan una variedad de microambientes donde
las reacciones quimicas y bioldgicas ocurren a diferentes tasas [19, 20]. Esto
puede llevar a procesos de preservacion selectiva [21] por la obstaculizacion de la
difusion de enzimas microbianas para encapsular el material en microagregados.
También, la influencia de minerales como carbonatos o alofanos que estabilizan
formas de materia organica tanto particuladas como solubles [1], asi como el
papel adicional de los ljpidos del suelo en la contribucion a la resistencia al agua
de agregados del suelo, lo que proporciona una encapsulacion eficiente de la
materia organica [22]. En particular, la extension a la cual las sustancias humicas
coloidales son insolubilizadas en la matriz mineral pueden ser evidenciadas en el
laboratorio usando tratamientos desmineralizadores fuertes seguidos por la
extraccion de la materia orgénica insolubilizada. Tal protocolo evidencia la
cantidad de C en complejos estabilizados con arcillas y sesquioxidos, los cuales
son referidos como Auminas extractables [23].

1.3.2.2. [Inhibidores del crecimiento microbiano del suelo. Unas series de compuestos
antimicrobianos (terpenos, antibiéticos fungicos) e inhibidores enzimaticos (p.ej.
algunos fenoles) liberados por plantas o microorganismos pueden desempefiar un
papel eficaz en el control del las tasas de reciclaje de C [24-26]. Frecuentemente,
la biomasa (madera, hojas) de bastantes especies Mediterraneas también
contienen aceites esenciales con una funcion alelopéatica original en el vegetal
Vivo, que permanece activa en el suelo y causa una preservacion no selectiva de
la mayoria de los constituyentes biomacromoleculares del vegetal.

2. Los procesos de formacion de sustancias humicas

Los procesos de humificacion deberian ser considerados de importancia capital en la
comprension de la calidad del suelo y los mecanismos de secuestro de C, e incluye unas
series de procesos interrelacionados no exclusivos y convergentes.

2.1. Mecanismos de estabilizacion a través de la alteracion de material macromolecular
preexistente gue no_ requieren una degradacién completa previa de la materia

organica inicial

2.1.1. Alteracion estructural progresiva de biomacromoléculas y formacion de fracciones
organicas heredadas

Estas alteraciones prevalecen en tipos de humus con una actividad biologica baja y media,
y ocurren principalmente en vegetales originalmente recalcitrantes y biomacromoléculas
microbianas [1, 27]. En el caso de ligninas, la reorganizacion estructural de
macromoléculas inducidas por microorganismos [reutilizacion microbiana] es acompafiada
por demetoxilacion, dealcalizacion, carboxilacion y posterior incorporacion de productos
conteniendo N y estructuras élcalis derivadas la mayoria de biomasa microbiana [28].
Procesos similares ocurren durante la alteracion microbiana de biopoliésteres [cutinas y
suberinas] [29, 30] y los llamados cutenos, suberanos, botriococanos y biomacromoléculas
recalcitrantes de plantas vasculares o microorganismos [p.ej. cianobacterias] poseyendo
todavia una estructura desconocida [31].
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2.1.2. Alteracion de formas biosintéticas analogas de sustancias humicas

La sintesis microbiana de sustancias de color oscuro resistentes a la biodegradacion es
también una fuente de materia orgénica [32]. La importancia cuantitativa de las llamadas
melaninas fangicas [33] ha sido evidenciada en la mayoria de los tipos de suelos [34, 35].
Algunas melaninas frecuentes derivan de la condensacion de compuestos de binaphtthyl y
pueden ser reconocidas por separacion cromatografica o por espectrocopia derivada desde
que la presencia de unidades de 4,9-dihidroxiperileno-3,10-quinona es delatada por picos
bien definidos en aprox. 455, 530, 570, 620 nm [36]. Las anthraquinonas son otros
pigmentos fungicos que pueden ser identificados tras aislamientos quimicos humedos.

2.2. Sustancias humicas procedentes de la condensacion de precursores de bajo peso
molecular generados a partir de la hendidura de biomacromoléculas o sintesis biolégica

2.2.1. Reacciones bioorganicas intra o extracelulares no relacionadas al metabolismo primario

Una larga variedad de compuestos reactivos de vegetales y microorganismos coexisten en la
solucion del suelo hasta que son extraidos a través de la biodegradacién o condensacion en
estructuras macromoleculares [37]. Este es el caso de la condensacion enzimatica de
compuestos generados durante la biodegradacion de lignina y otras biomacromoléculas [38].
La autolisis celular (esto es, la combinacién de el contenido de lisosomas y vacuolas) p.gj., en
hojas senescentes [39], y la condensacion de lixiviados de la hoja o exudados de la raiz que
son favorecidos por la matriz de las enzimas del suelo.

2.2.2. Sintesis abidtica de precursores aromaticos o alifaticos simples

Una larga serie de experimentos de laboratorio han mostrado condensaciones en mezclas
concentradas de compuestos reactivos como los fenoles o amino&cidos volviéndose en
productos de condensacion de alto peso molecular de color marron [40], esto es las
sustancias del tjpo catecol-glicina [41].

2.2.3. Sintesis de analogos de productos de Maillard

La condensacion de aminoédcidos y carbohidratos, un proceso cldsico que se da al cocinar
alimentos, conduce a macromoléculas heterogéneas [42, 43]. Ha sido indicado que pueden
ocurrir reacciones similares, a lo largo de los afios, en suelos y sedimentos [44] donde la
materia orgénica es preservada de la rapida biodegradacion por bajas temperaturas,
anegaciones, oligotrofia o presencia de productos antisépticos. Similares a los productos de
Maillard son la sustancias macromoleculares formadas abioticamente a través de la
deshidratacion de carbohidratos en medios pobres en nitrégeno (pseudomelanoidinas). En
situaciones extremas, como son los suelos afectados por un incendio, los procesos conducen a
una serie de particulas organicas carbonizadas progresivas y finalmente al llamado “carbén
negro” [45].

2.2.4. Condensacion de dcidos grasos insaturados

La condensacion abittica de lipidos insaturados puede llevar a macromoléculas en materia
orgéanica disuelta como los HAs marinos, pero también en suelos terrestres. Los lipidos
insaturados pueden condensarse rapidamente en redes polialcalis formadas a través de
enlaces de media cadena. En los estados de transformacion avanzados, se pueden formar
estructuras de ciclohexano e incluso los anillos aromaticos, y la estabilidad macromolecular de
la sustancia resultante podria incrementarse también a través de enlaces cruzados internos
adicionales. Tales reacciones de foto-oxidacion han sido consideradas la senda principal de
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humificacion para la materia orgénica similar al humus de alta mar [46]. En suelos terrestres,
la presencia de Oxidos, arcillas y otros catalizadores inorgénicos puede incrementar el
envejecimiento fotoquimico y la resinificacion de lipidos y su asociacion a sustancias himicas
preexistentes, especialmente en ecosistemas Mediterrdneos secos y célidos donde la actividad
bioldgica esta limitada por la falta de agua en la capa superior del suelo [27].

3. Evaluacion metodoldgica de los diagndsticos de caracteristicas estructurales en
sustancias humicas y de tipo humico

La composicion especifica de las sustancias de tipo humico procedentes de biomasa residual
compostada podria ser revelada por técnicas estructurales de aplicacion general.

3.1. Espectroscopia visible

El intenso color oscuro de los HAs es el resultado de la gran variedad de grupos cromoforos y
auxocromos, junto con una alta concentracion de radicales libres estables, probablemente
grupos semiquinonas, hecho que ha sido apoyado por resonancia del espin de electrones
[47]. La gran falta de rasgos distintivos en el espectro visible (rango de 800-200 nm) de las
sustancias humicas y de tipo hdmico [espectro monétono, con ausencia de picos marcados o
patrones facilmente reconocibles] no son sino una consecuencia de su estructura
macromolecular cadtica y polidispersa. Se consideran tres rasgos principales cuando se
examina el espectro visible:

3.1.1. La extincion especifica (la densidad dptica a concentracion constante)

Este indice [p.ej. Ess nm] se incrementa con la aromaticidad y la madurez, siendo
comparativamente baja en la sustancias HA de composts [48].

3.1.2. El E4s5/Eses

Este indice refleja la pendiente de la curva espectral completa, que se considera que se
incrementa cuando disminuye el tamafio molecular. En algunos casos (por ejemplo, algunos
composts urbanos), el tamafio molecular de las sustancias de tipo humico tiende a decrecer
cuando se incrementa la madurez (los precursores son de alto MW) pero nos es un
comportamiento generalizado [49].

3.1.3. Los patrones espectrales reconocidos tras un aumento de la resolucion o la segunda
derivada del espectro

En general, las sustancias tipo HA de composts muestran tendencia a un espectro
completamente mondétono. Los &cidos humicos del suelo frecuentemente muestran los débiles
picos indicados anteriormente a 455, 530, 570 y 615 nm, correspondientes a los pigmentos
perilenequindnicos de origen fungico, informando de rutas complejas de humificacién donde
los hongos de color oscuro (a menudo Deuteromycotina) juegan un papel en la formacion de
materia humica [50]. Estos picos espectroscopicos pueden ser medidos en la segunda
derivada del espectro, y en algunos casos son Utiles para cuantificar la extension (en el
espacio y en el tiempo) de la sustitucion de la materia organica original del suelo en suelos
virgenes por fuentes externas de materia organica de materiales residuales. De hecho, la
presencia de pigmentos perilenequindnicos es una caracteristica evidente de suelo, que no se
encuentra con frecuencia en composts.
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3.2. Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja es usada en muestras de suelo completo o sustancias de tipo
humico de composts para identificar grupos funcionales y la naturaleza de los enlaces entre
las unidades estructurales [51]. Esto es valido para medidas semicuantitativas (esto es, los
datos manejados como tasas entre las bandas de absorcion principales), pero la mejora de la
cuantificacion requiere una reflexion interna multiple [52]. La intensidades no deben ser
interpretadas directamente en términos estructurales debido a que la absorbancia molar tiene
una gran variabilidad en los grupos envueltos: las estructuras proteicas y alquilos tienen una
gran “visibilidad”, mientras que las estructuras aromaticas muestran pobres intensidades de
bandas.

El espectro infrarrojo de las sustancias humicas puede ser altamente afectado por impurezas
de minerales cristalinos (mas de un 5% en cenizas acompafando al material puede llevar a
severos solapamientos de bandas organicas y minerales).

Los modelos infrarrojos de banda ancha de sustancias humicas, se oponen a los patrones
infrarrojos en los compuestos més simples debido a los procesos de enlaces intramoleculares
de H y a la estructura cadtica y el alto grado de redundancia estructural en la estructura de
HA. Los modernos espectrofotdmetros de infrarrojos asistidos por ordenador ofrecen un
incremento de la resolucion del espectro especialmente util para el reconocimiento de
patrones en el espectro de mezclas macromoleculares complejas, principalmente en el rango
de 2000-400 cm™. Ademas, el espectro infrarrojo puede estar sujeto a substracciones para
enfatizar las bandas espectrales incrementando o disminuyendo en intensidad en el curso de
la madurez [4].

Unas series de unidades estructurales son reconocibles por espectroscopia infrarroja: 3400
cm™ (“stretching” O-H), 2900 cm™ (“stretching” C-H alifatico), 1720 cm™ (“stretching” C=0),
1600-1650 cm™ (C=C olefinicos y aromaticos), 1660-1630 cm™ (“stretching” C=0 en amidas),
1590-1517 cm™ (N-H en amidas), 1510 cm™ (C=C aromatico), 1470-1380 cm™ (C-H alifatico),
1460 cm™ (enlace C-H &lcali), 1435-1420 cm™ (grupos siringil ArO-CH; y estructuras lignina
guaiacil), 1330-1325 cm-1 (siringil), 1270 cm-1 (C-O-C de éteres, C-OCH3 en guaiacil), 1230
cm™ (“stretching” O-H en grupos carboxilos) y 1120-1000 cm™ (“stretching” C-O en alcoholes
p.ej., carbohidratos).

Respecto a la evaluacion de la transformacion diagenética de sustancias hamicas por
espectroscopia de infrarrojos, aquellos derivados de la lignina muestran un patrén mas o
menos definido de bandas a 1510, 1460, 1430 cm™ [53]. El material derivado de biomasa
microbiana, materia organica acuética o aquella formada bajo condiciones hidromarficas como
los lodos de depuradora, a menudo muestran bandas amidas intensas (1550 y 1660 cm™), un
intenso pico &lcali a 2920 cm™ y una vibracién del carbohidrato cerca de 1000 cm™. En
general, el grado de oxidacion (grupos carboxilos y 1720 cm™) es sisteméaticamente mas alto
en material terrestre que en el hidromorfico [54]. Sin embargo, la abundancia de lipidos en las
sustancias tipo humicas de biomasa microbiana o algal, o de los residuos urbanos, a menudo
conduce a sustancias tipo HA donde el pico carboxilo es intenso, pero rota a circa 1740 cm™
(ésteres en grasas y ceras). Un doblete (1720, 1740 cm™) es frecuente cuando coexisten
lipidos libres y esterificados. Estas muestras ricas en lipidos pueden también mostrar un pico
diagndstico a 740 cm™ debido al enlace “balanceado” de polimetileno [55].

3.3. Resonancia magnética nuclear

En general, el uso de NMR **C en el andlisis de sustancias himicas y tipo himicas esta
limitado por la disponibilidad de instrumentacion costosa y el largo tiempo de adquisicion -
algunos instrumentos requieren un tiempo de adquisicion hasta el dia siguiente cuando las
bajas cantidades (< 100 mg) de la muestra estan disponibles-. Esta técnica se volvié muy
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popular debido a su caracter no destructivo, la facil diferenciacion entre carbonos alcalis y O-
alcalis, el pico de diagndéstico de grupos metoxilo (derivados de la lignina) y principalmente el
hecho de que, bajo condiciones de adquisicién especificos, las medidas del area del pico en el
espectro se considera que aportan datos cuantitativos fiables de los cuatro tipos principales de
carbono [56], esto es, 0-46 ppm = alcali +a-amino (13= metil, 21= acetato, 33=
polimetileno); 46-110 ppm= C-alcali (56= metoxilo, a-amino; 103-105= C anomérico en
carbohidrato, carbonos aromaticos cuaternarios en taninos); 110-160 ppm= aromaticos o
insaturados (126= insustituidos, 147-153= heterosustituidos, unidades de lignina vanillil +
siringil); 160-200 ppm= carbonil (172= carboxilo + amida, 198= cetona o aldehido). En
particular el radio entre los compuestos derivados de carbohidratos derivados de la lignina es
atil para distinguir materia organica originaria del suelo de la materia organica del compost vy,
en el dltimo caso, también puede ser utilizada como un indice de madurez. Ademas de esto, y
cuando los minerales paramagnéticos son escasos, el NMR **C puede ser usado en el anélisis
de muestras que poseen grandes cantidades de minerales de acompafiamiento, incluyendo
suelos completos [57].

Las limitaciones del NMR 3C en el andlisis de sustancias de tipo hdmico consisten
principalmente en la pobreza especifica de algunas regiones espectrales: en particular, las
estructuras proteicas producen sefiales solapadas con estructuras carbonilo, metoxilo y alcali.
Otra regién confusa es la regién 46-110 ppm QO-alcali, la cual esta invocada a corresponder a
estructuras de carbohidratos (pueden ser reconocidos picos tipicos de unidades pirandsido),
pero esta region es sistematicamente alta en sustancias hdmicas, incluso en aquellas que no
transforman azlcares tras la hidrolisis acida. Esta inconsistencia es interpretada como la
presencia de anhidroazlcares o material no carbohidratado hidrolizable C-alcali como pueden
ser algunos taninos. El problema adicional es la pobre especificacion de los picos carbonilos
[-172 ppm], la intensidad de la cual no siempre esta bien correlacionada con la acidez total
determinada por métodos quimicos humedos. Este podria ser un efecto de la posible
ocurrencia de grupos funcionales no titrables en superficies intramoleculares de sustancias
hdmicas, y de el hecho de que los ésteres y proteinas contribuyen a la intensidad de este pico
NMR con un méximo a ca. 172 ppm [12, 58].

La madurez del compost (caracter HA) es reconocida por una aromaticidad aumentada, la
disminucion selectiva de estructuras alifaticas (estructuras élcali + O-alcali) y el incremento de
estructuras carboxilo. Los &cidos hdmicos de ligninas muestran la region aromética dividida en
dos sefiales con picos a 153 y 147 ppm (unidades siringil y guaiacil), considerando que las
sustancias de la materia orgénica fosil (tipo querdgeno) tienden a mostrar un espectro
bimodal con una region aromética prominente (max. A 126 ppm) y un pico alcali significativo
(33 ppm). Los residuos urbanos tienden a sustancias tipo himicas con regiones espectrales
importantes para estructuras de alcali y C-alcali, y pobres concentraciones de grupos C=0, en
gran parte debido a ésteres alifaticos [59].

3.4. Acercamientos degradativos para la caracterizacion estructural de sustancias himicas

La degradacién analitica exitosa de HA macromolecular de sustancias HA requiere: i) la
seleccion del reactivo adecuado, ii) la recuperacién de productos de la degradacion, iii) la
separacion por cromatografia (gas, liquida), y iv) la identificacién estructural de compuestos
individuales por espectrometria de masas [60-62].

Como se indic6 anteriormente, hay serios problemas analiticos con los métodos de
degradacion quimica:

i) Métodos drasticos. Estos métodos estan basados en reactivos fuertes que conducen a bajas
producciones de los productos de diagnéstico (generacién de CO,, H,0O, &cido oxdlico...), y
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pueden producir artefactos, esto es, estructuras de nueva formacién. Adicionalmente, algunas
modificaciones de la composicion molecular de los ensamblajes de los compuestos resultantes
pueden causar la destruccion selectiva de moléculas comparativamente labiles.

ii) Métodos suaves: Los métodos de degradacion con agentes suaves llevan a producciones
comparativamente menores y a un residuo insoluble (no degradado), y causa la liberacién
selectiva de ciertos productos libremente ligados, quizds no demasiado representativos de la
macromolécula completa [3].

En general, los complejos cromatogramas con productos de la degradacion de HA y
sustancias tipo HA son interpretados siguiendo pasos sucesivos: i) biomarcador identificativo o
los compuestos firma, ii) calculando abundancias acumulativas de familias de compuestos, iii)
calculando tasas de indices entre compuestos especificos, y iv) analizando la informacion de
series alcali (alcanos, acidos grasos, diacidos alcanoicos...), esto es, calculando los indices de
preferencia de C [compuestos con nimero par de C a compuestos con ndmero impar de C] e
indices reflejando la longitud de cadena (informando del origen microbiano o la acumulaciéon
alternativa de biomasa residual) [4].

3.4.1. Métodos de degradacion drastica

La oxidacion alcalina por permanganato es un método clasico a pesar de ser dependiente de
la temperatura [63]. Este método muestra una cierta tendencia a rendir a las ensambladuras
compuestas similares de las muestras que tienen diferente composicion molecular [64]. La
oxidacion con peréxido de hidrogeno puede llevar a algun prejuicio en la tasa aromatico a
alifatico, pero en algunos casos es Util para materia organica fésil recalcitrante [9].

3.4.2. La degradacion con reactivos suaves

El agua y la hidrdlisis dcida [p.ej. 6M HCI] libera carbohidratos y productos nitrogenados. La
degradacion con persulfato potasico es adecuada para el tratamiento de sustancias
macromoleculares con dominios alcali dominantes, como la materia tipo humica de lodos de
depuradora compostados. Es vélida para monitorizar cambios en patrones de lipidos de origen
bacteriano que son estabilizados en la estructura tipo HA [65]. Otros métodos relativamente
suaves es /a dcidolisis con dioxano, aplicada a materiales derivados de la lignina, atil para
estudiar la transformacién progresiva de unidades fendlicas. La tranesterificacion con metanol/
trifloruro de boro conduce a la fragmentacion de poliésteres naturales. Es un método valioso
para las sustancias humicas derivadas de la biomasa subterranea (tejidos suberinizados) o
sustratos basados en residuos del corcho [66]. La despolimerizacion con perborato conduce a
la generacion de oligdmeros. Ambos pueden ser utilizados para sustancias humicas
recalcitrantes o labiles. Pero en la mayoria de los casos este tratamiento es un consumidor de
tiempo y requiere tratamientos repetidos [9]. La degradacion con tetroxido de rutenio lleva a
la liberacién de compuestos alcali, en concreto aquellos atrapados o ligados covalentemente
en la estructura de matrices organicas fésiles (humatos, lignitos coxidados) [67]. La
degradacion con oxido de cobre conduce a la liberacién de productos especificos de la lignina.
Es un método muy popular para la biomasa lignoceluldsico, produciendo los “fenoles de indice
12" [68].

3.4.3. Pirdlisis analitica
Las caracteristicas apreciables de la pirdlisis analitica son: i) la posibilidad de andlisis directo
sin preparacion de muestra, ii) la generacion de valiosos compuestos marcadores con un

amplio rango de polaridad (&lcali, aromético, nitrégeno, carbohidratos, etc...), y iii) el alto
potencial degradativo (hendidura de enlaces C-C).
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Las clasicas desventajas de la pirdlisis analitica consisten principalmente en: i) la generacion
de nueva formacion (incluso varias moléculas diferentes de un Gnico compuesto), ii) el hecho
de que las producciones no son necesariamente representativas y son dependientes de la
temperatura, iii) la interferencia producida por pequefias concentraciones de iones metélicos y
otros minerales con un efecto catalitico en la descomposicién térmica, y iv) el hecho que un
residuo no degradado puede permanecer con diferente composicion que la reflejada por
ensamblajes de compuestos volatiles [69].

Una caracteristica general de la pirdlisis analitica es la combinacion potencial con analisis
numéricos en estudios quimiotaxonémicos (“toma de huellas dactilares™). En este caso no se
requiere ninguna identificacion obligatoria de picos cromatogréficos [70]. En particular, la
pirélisis tiene un gran potencial para el estudio de la lignina y sus productos de
transformacion: los patrones metoxifenoles son facilmente reconocibles (sustancias tipo
humicas derivadas de la biomasa lignocelul6sico), considerando que los HAs de suelos y
fuentes fosiles tienden a producir, a la inversa, grandes cantidades de fenoles, catecoles y
alguibencenos. La materia organica fosil (Leonarditas, querdgenos de origen terrestre)
normalmente libera grandes producciones de hidrocarbonos aromaticos policiclicos
alquilatados (p.ej., Co-Cs) como son los naftalenos alquilatados, antracenos/fenantrenos,
fluorenos, pirenos,... [71, 72].

Entre las ventajas de la pirdlisis en el estudio de constituyentes no himicos que permanecen
inalterados, como los carbohidratos y los productos nitrogenados (quitina, glicopéptidos,
lignoproteinas,...), est que la incidencia de estos compuestos es facilmente detectada desde
el diagnéstico de los compuestos derivados de la pirdlisis (furanos, pirroles...), donde la
degradacion quimica tiende a destruir estas sustancias en CO,, H,O y productos sin
significacion de bajo peso molecular [59]. Esto también se aplica a la gran producciéon de
compuestos alcalis de los residuos urbanos, principalmente lodos de depuradora [55]. En
particular la tasa entre compuestos derivados de carbohidratos y compuestos derivados de
lignina es util para distinguir alguna materia orgénica originaria del suelo de la materia
organica del compost y, en ultimo caso, también puede ser usada como indice de madurez.

3.4.3.1. La pirdlisis en presencia de agentes alquilatantes fue introducida como un método
intermedio entre la pirodlisis clasica y la degradacion quimica hiUmeda. Las ventajas
de la pirdlisis-alquilatacién son : i) la pronta liberacion de productos volatiles, ii) la
proteccién de grupos oxigeno por alquilatacion, vy iii) la mejora de la separacion
cromatogréfica, la rotura de los enlaces favorecida por el efecto de la hidrolisis
alcalina. Uno de los problemas clasicos de este método es la posibilidad de una
generaciobn  secundaria de &cidos bencenocarboxilicos a través de
desproporcionaciones (reacciones Cannizzaro). Aparte de esto, cuando se comparan
la pirdlisis convencional y la termoquimiolisis, a menudo se observa un cierto
perjuicio en las producciones, en algunos casos referidos como un “aumento
alifatico” [69, 72].

3.4.4. Métodos de degradacion secuencial

Los métodos de degradacion secuencial, consistentes en el uso progresivo de reactivos suaves
en la degradacion de residuos del tratamiento previo, son postulados como una alternativa a
los métodos anteriormente citados. Una ventaja de los métodos secuenciales es el
impedimento de la formacién de compuestos secundarios, mientras que se previene la
destruccion selectiva del material labil. Esto también produce la liberacion selectiva de
material en un sistema definido por una jerarquia de enlaces. Desde el punto de vista de la
informacién aportada, esto se podria considerar como un tipo de reconstruccion analitica de
los procesos formativos de la materia hdamica. Una posible secuencia podria ser: i) la
separacion por disrupcion ultrasénica y solventes apolares de lipidos débilmente unidos,
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atrapados, ligados hidrofobicamente (¢ recientemente incorporados?), ii) la aplicacion sucesiva
de persulfato potasico y iii) la aplicacion final de permanganato potasico. Esta aproximacion
podria también ser Gtil para estudiar la especiacion (refiriéndose a la distribucion de cada
unidad estructural en los diferentes niveles organizativos o dominios estructurales) de
compuestos alifaticos y aromaticos [73, 74].

Algunos de los otros métodos de degradacion secuencial pueden ser designados por la
ruptura secuencial de enlaces, esto es, tratamientos con BF;-MeOH (para partir los ésteres)
seguidos de tratamiento con IH (éteres, carbohidratos) y un andlisis cuantitativo final por *3C
NMR [27].

4. Consideraciones finales

La aparicion de sustancias humicas, en particular HAs, no puede ser asumida a priori en todo
tipo de enmiendas organicas derivadas de residuos organicos (estiércoles, residuos urbanos,
residuos de cosecha), incluso tras un extenso compostaje. Estas sustancias de tipo humico
pueden ser similares en términos de composicion y propiedades, pero se requieren una serie
de técnicas de caracterizacion molecular para evaluar su “verdadero caracter hdamico”. Es
probable que las intensas interacciones de procesos abidticos en el curso de centenares de
afos sean requeridas para alcanzar los niveles de maduracion de las sustancias humicas
encontradas en las sustancias humicas formadas en los suelos.

En general, las sustancias himicas de enmiendas organicas compostadas difieren de las
sustancias humicas del suelo por su bajo contenido en grupos funcionales conteniendo
oxigeno, de dominio alifatico importante, baja intensidad de color (pobre aromaticidad, baja
concentracion de radicales libre estables), alta hidrolizabilidad (> 50 %) con la presencia de
lipidos, proteinas y carbohidratos acompafiandolas. En el caso de las sustancias humicas
derivadas de los residuos lignocelulésicos el patron de lignina es evidente, considerando que
en las sustancias humicas de residuos urbanos la firma alifatica es caracteristica,
principalmente estructuras alcali (acidos grasos, alcanos). En general, la biodegradabilidad,
esto es, la estabilidad frente a la accién microbiana o el ataque enzimético, es comparable a la
susceptibilidad contra la degradacion quimica y térmica en laboratorio, por lo que las técnicas
destructivas tienen un interés adicional en pronosticar la estabilidad de la materia organica en
los suelos, la resistencia del suelo y el funcionamiento de los procesos de secuestro de
carbono del suelo.
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