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Resumen

Este trabajo constituye una revision acerca del
estado del arte en el area de evaluacion y carac-
terizacion de la materia organica estable del sue-
lo. Se revisan las bondades de técnicas tales co-
mo el analisis elemental, espectroscopia ultravio-
leta visible (UV-VIS), espectroscopia infrarrojo
(IR), resonancia de spin electron (RSE), resonan-
cia magnética nuclear (RMN), rayos X, pirolisis-
espectrometria de masas (P-EM), microscopia
electronica, termogravimetria-Infrarrojo (TG-IFTR),
punto de focalizacion isoeléctrica (PFl), electrofo-
resis capilar, viscosimetria, cromatografia y Poten-

Abstract

This paper is a revision about the state of the art in
the evaluation and characterization of the stable soil
organic matter. The kindness of technical such as
the elementary analysis, visible ultraviolet spectros-
copy (UV-VIS), infrared spectroscopy (IR), reso-
nance of spin electron (RSE), nuclear magnetic res-
onance (RMN), X rays, pyrolysis-spectrometry of
masses (P-EM), electronic miscroscopy, termogra-
vimetry-infrared (TG-IFTR), isoelectric focusing
(PFI1), capillary electrophoresis, viscosity, chroma-
tography and differential potentiometry of scanning
(DSP) are revised.

ciometria diferencial de barrido (DSP).
Key words: organic matter, soil, spectroscopy, reso-
Palabras clave: materia organica, suelo, espectros-  nance

copia, resonancia

Para hablar de caracterizar algo es necesario conocer en detalle ese algo. Por ello resulta muy impor-
tante contestar la siguiente pregunta: ¢ Qué es la materia organica del suelo?. En tal sentido se debe
indicar que aun hoy dia existe poca especificidad en el uso de los términos y se tiene como aproxima-
cién primaria, aquel concepto que incluye en la misma a toda sustancia del suelo que posea car-
bono organico en su constitucion. En general se considera que la materia organica del suelo (MOS)
posee una fraccién viva conformada por los macro y microorganismos del suelo asi como las raices de
las plantas que en él crecen y una fraccion muerta conceptualizada como una mezcla heterogénea
de las diferentes fases de transformacion de los materiales organicos incorporados al suelo, que
varia con el tipo de suelo y con la profundidad.

Es evidente que acometer la caracterizacion de cada una de dichas fracciones implica la puesta en mar-
cha de métodos apropiados. Asi para la caracterizacion de la fraccion viva se han generado una serie
de técnicas y procedimientos que van desde la identificacidon y conteo de los organismos hasta la eva-
luacion de variables vinculadas a las funciones que éstos cumplen en el sistema suelo. Una situacion
bastante similar se ha producido en el caso de la caracterizacion de la materia organica estable y es
precisamente este aspecto el que se abordara en la revisidon que a continuacion se desarrolla.

Un paseo por el estado del arte en esta area del conocimiento debe necesariamente iniciarse por el he-
cho de comprender que la primera necesidad a ser cubierta es la referente al requerimiento de sistemas
de separacién de las fracciones inorganica y organica del suelo, esto implica la ruptura de interacciones
de orden fisico y quimico. En tal sentido, se ha planteado que el aislamiento de la MOS debe, segun
Dubach y Mehta (1963), atenerse a los siguientes principios:

¢ Analizar el material sin que se alteren sus caracteristicas fisicas y quimicas.
e Aislar las sustancias organicas libres de contaminantes.
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e Tener la méxima eficiencia, es decir lograr extraer el 100 % del material estable.
e Tener caracter universal, es decir que sea capaz de actuar sobre un variado tipo de suelos.

Para intentar cubrir estos cuatro aspectos se han probado muchos compuestos con capacidad para ex-

traer algunas fracciones particulares o el total de la MOS, cada uno de dichos compuestos ha demostra-

do lograr grados variables de eficiencia en el proceso de extraccion. Al respecto, Stevenson (1994) se-

nalé los siguientes:

e Bases Fuertes: el NaOH ha sido el compuesto mas usado a través del tiempo y ha resultado muy
apropiado para la extraccion de sustancias humicas (SH) con una eficiencia alrededor de un 80%.

e Sales Neutras: dentro de este grupo destaca el uso del Na,P,O; que extrae SH, aun cuando su
eficiencia es relativamente baja, aproximadamente un 30%.

e Quelantes Orgéanicos: son varios los agentes quelantes utilizados, sin embargo la 8-
Hidroxiquinolina ha sido de los mas usados dado que extrae sustancias humicas con una eficiencia
alrededor de 55%.

Ahora bien, en la actualidad se ha intentado establecer un método estandar para la extraccion, para ello
se ha propuesto seguir el método tradicional, basado en la extracciéon con agentes alcalinos, y posterior
fraccionamiento del extracto obtenido de acuerdo a la solubilidad diferencial de cada una de las fraccio-
nes estables en acidos y alcalis. La modificacion fundamental consiste en usar como extractante una
mezcla 50:50 de una base fuerte, usualmente el NOH 0,1M, con una sal neutra, usualmente Na,P-0O7
0,1M, proceso que logra eficiencias por encima del 70%. Luego se continda la separacién de las frac-
ciones por acidificacion y centrifugacion, esto puede ser resumido de la siguiente manera:

e Se toma una cantidad definida de suelo y se le agrega la mezcla de extractante en una proporcién
1:10, se coloca en atmdsfera de nitrdgeno y se deja en agitacion por 24 horas. La cantidad de suelo
a utilizar dependera del contenido de carbono organico del mismo asi como del tipo de estudio que
se lleva adelante.

e Se separa por centrifugacion el extracto alcalino (contiene los &cidos humicos, los fulvicos y las
sustancias no humicas) del suelo residual en el cual quedan adheridas las sustancias organicas de
mayor recalcitrancia quimica.

e Se acidifica el extracto alcalino (a pH entre 1y 2) y se deja en reposo por veinticuatro horas.

e Concluido este periodo se separa, por centrifugacion, el floculado (acidos hdmicos) del sobrena-
dante (acidos fulvicos mas sustancias no himicas).

e Los acidos humicos son entonces purificados por uso de membranas de dialisis con un corte de
peso molecular apropiado, usualmente 5.000 unidades Dalton.

e Elsobrenadante es luego pasado a través de columnas de resinas para su purificacion. El método
mas reciente establece el uso de la resina polivinilpirrolidona, para separar los acidos fulvicos de
las sustancias no humicas (Ciavatta et al., 1990).

Una vez obtenidas estas fracciones estables se procede a su estudio con diferentes técnicas que permi-
tan obtener informacion acerca de las estructuras tales como: sus pesos moleculares, grado de polimeri-
zacioén, grado de condensacién y su comportamiento fisicoquimico en general. Algunas de estas técni-
cas seran revisadas a continuacion:

Analisis elemental: Consiste en determinar el contenido de carbono, hidrégeno, nitrégeno, azufre y
oxigeno de las moléculas de acidos humicos y fllvicos aislados del suelo, hoy dia esto se realiza con el
uso de los modernos analizadores elementales, los cuales pueden determinar entre tres y cuatro ele-
mentos en una sola corrida. En estos andlisis es usual que el oxigeno sea obtenido por diferencia. La
informacion permite obtener las relaciones atdmicas de los distintos elementos en la molécula himica,
ello podria constituirse en una herramienta para evaluar las modificaciones, a mediano y largo plazo, de
la estructura de las moléculas como consecuencia de la intervencién antropica del suelo. El Cuadro 1
muestra un ejemplo de los resultados de este tipo de andlisis, aplicados a suelos venezolanos.
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Cuadro 1. Composicién elemental y relaciones atébmicas de los acidos humicos de una
toposecuencia de los llanos venezolanos (Rivero et al., 1998b).

Suelo % C % H % N % S % O

Banco 50,12 4,86 4,07 0,37 40,58
Bajio 50,37 4,19 4,13 0,28 41,03
Estero 53,43 4,55 4,26 0,35 37,41

Espectroscopia ultravioleta visible (UV-VIS): la produccién de bandas de absorcién de radiacion, en el
sector del UV-VIS, cuando se analizan las sustancias humicas (SH), es originada por la presencia en las
moléculas de anillos aromaticos, dobles enlaces u orbitales electrénicos delocalizados, que poseen bajas
energias de excitacion.

Un registro de estas bandas permite calcular la absortividad molar de las SH y la magnitud de la absor-
cién para diferentes longitudes de onda en esta region del espectro. La aplicacion de estas mediciones ha
dado origen a algunos métodos de caracterizacion de las SH entre los cuales se mencionan:

Relacion E,/E;: es definida como la relacién entre la absorbancia a 465 y 665 nm, respectivamente de una
solucion de &cidos huamicos o fulvicos en NaHCO3; amortiguado a pH 8,2 (Kononova, 1966), es un parame-
tro de muy sencilla obtencion y bajo costo. La interpretacion de esta relacion indica que valores bajos de la
misma, implican un alto grado de aromaticidad, en tanto que valores altos indican un mayor con-tenido de
cadenas alifaticas. Al respecto, Chen et al. (1977), sefialaron que esta relacién presenta una alta correla-
cién con el contenido de radicales libres, O, C y COOH, la acidez total y el peso molecular del material. El
Cuadro 2 ilustra valores obtenidos para distintos érdenes de suelos venezolanos.

Cuadro 2. Relaciones E4/Eg obtenidas para acidos hamicos de suelos venezolanos

Referencia Tipo de suelo Uso EJ/Es
Paolini, 1980 Oxisol Bosque amazdénico mixto 5,11

Paolini, 1980 Spodosol Caatinga amazonica 6,06
Rodriguez, 1982 Entisol Moriche 3,36
Rivero, 1993 Alfisol Cultivo de maiz 3,86
Rivero, 1993 Alfisol Sabana 5,53
Rivero, 1993 Inceptisol Cultivo de maiz 4,82
Ruiz, 1995 Ultisol Sabana 3,54
Rivero et al., 1998a Entisol Sabana 5,0

Rivero et al., 1998a Inceptisol Cultivo de banano 4,8

Mediciones de fluorescencia: cuando se produce la absorcién de radiaciéon se da luego un fenémeno de
pérdida de la misma: esta pérdida puede ser en forma de fluorescencia, cuando se retorna al estado basal.
El aprovechamiento de este fenébmeno permite obtener tres tipos de espectros de fluorescencia: de emi-
sién, de excitacion y sincronizados. En el primer caso, se mantiene constante la energia de excitacion; en
el segundo la de emision y para los sincronizados se varian ambas simultdneamente y lo que se mantiene
constante es la diferencia entre ambas. La Figura 1 muestra los espectros sincronizados obtenidos en seis
ordenes de suelos en Venezuela.



Rivero, Venesuelos 9(1y 2):5-15 8

Son muchas las investigaciones que se han adelantado con el uso de la espectroscopia de fluorescencia
como técnica de trabajo; se han logrado buenos resultados para cualificar la MOS vy diferenciar moléculas
humicas formadas en diferentes ambientes (Schnitzer y Khan. 1978, Paolini, 1980, Senesi, 1992,
Rivero et al., 1998 a y b).

Clasificacion de dcidos humicos (Kumada, 1987): es un sistema que ubica estos compuestos en cinco
grupos: A, B, R, P, y P, de acuerdo a su posicion en un sistema de ejes coordenados (figura 2) mediante
el célculo de los valores AlogK (donde K es la absorbancia medida a 400 y 600 nm, respectivamente) y el
RF, obtenido mediante la expresion:

K

280100
C

Donde c es la concentracién de carbono organico en la muestra. El autor indica que la complejidad de la
molécula aumenta en el orden P,> P> B> A. y para validar su propuesta obtuvo informacion a través de
una técnica adicional: la espectroscopia infrarrojo.

Inceptisol
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300 550
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Figura 1. Espectros de fluorescencia de excitacion de seis érdenes de suelos (Rivero et al., 1998a)

Espectroscopia infrarrojo (IR): La presencia en las SH de grupos funcionales capaces de absorber
radiacién en el sector IR, ha convertido esta técnica en una valiosa herramienta para estudiar la natura-
leza, reactividad y arreglo estructural de las mismas. Permite ademas, detectar la presencia o au-encia
de proteinas y carbohidratos o de impurezas inorganicas. El analisis de los espectros IR fue usado por
Stevenson y Goh (1971) para clasificar las sustancias humicas en cinco grupos con base en el tipo de
grupos funcionales detectados. Es conveniente destacar que el infrarrojo con transformadas de Fourier
es una técnica altamente efectiva desde el punto de vista cualitativo. En todo caso, Senesi (1992) plan-
tea que la informacién obtenida por IR debe ser complementada por la aplicacién de otras técnicas ana-
liticas. En el pais, Rivero et al. (1998a) aplicaron esta técnica en suelos de Venezuela y encontraron
espectros similares a aquellos sefialados para suelos de otras regiones climéticas (Figura 3).
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Figura 2. Diagrama de Kumada para la clasificacién de acidos humicos.
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Figura 3. Espectros IR-TF de tres 6rdenes de suelos venezolanos (Rivero et al., 1998a).

Resonancia de spin electron (RSE): Se fundamenta en el aprovechamiento del efecto Zeeman y se
evalla el desdoblamiento en el nivel de energia de un electron desapareado cuando se aplica un campo
magnético. Esto provoca una modificacion del factor g tipico de un electrén libre (g = 2,00232). La medi-
cién de la magnitud de la radiacion absorbida, manteniendo constante la frecuencia de la radiacion y va-
riando la magnitud del campo, es lo que permite obtener los espectros de resonancia de spin electrén.
Senesi (1992) indica que mediante el andlisis de un espectro RSE de una muestra sélida de SH se co-
noce la presencia, naturaleza y concentracién de los radicales libres presentes en las mismas. Los para-
metros obtenidos de dichos espectros son el factor g, la amplitud de la sefial y la concentracion de elec-
trones no apareados o “spines”. Rivero et al. (1998b) usan esta técnica para caracterizar los acidos hua-
micos de una toposecuencia, banco-bajio-estero, en los llanos venezolanos (Figura 4).
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Los parametros RSE permiten inferencias sobre la reactividad de las SH en lo referente a sus posibilida-
des de intervenir en reacciones quimicas, bioquimicas y fotoquimicas por cuanto ellos indican la presen-
cia de sistemas donadores — aceptores de electrones, La técnica también ha sido sefialada como muy

atil en el estudio de complejos de la MOS con metales presentes en el mismo tales como vanadio, cobre
y hierro.

Resonancia magnética nuclear (RMN): El uso de esta técnica permite analizar la posicion de los ato-
mos de hidrégeno (resonancia de protones) y de carbono (resonancia de *C) de las SH, mediante la

obtencién de sus espectros. Sciacovelli et al. (1980) y Schnitzer (1991), dividen los espectros de *C en
las siguientes regiones:

e  0-40 ppm: carbono en cadenas rectas, ramificado, alcanos ciclicos y acidos alcanoicos.

e 41 - 60 ppm: carbono en ramificaciones alifaticas, aminoacidos y grupos metoxilos

e 61 -105 ppm: carbono en carbohidratos y en estructuras alifaticas que contienen carbono enlazado
a hidroxilos, éteres o presentes en anillos de 5-6 miembros enlazados a oxigeno

e 106 - 150 ppm: carbono aromatico.

e 151 -170 ppm: carbono fendlico.

e 171 -190 ppm: carbono en grupos carboxilicos, carbonilos y esteres.

e 180 - 220 ppm: carbono en aldehidos y cetonas.

La técnica RMN ha cobrado mucha importancia en los estudios de MOS y se ha planteado como una de
las herramientas ideales en los mismos. La Figura 5 ilustra el tipo de espectro obtenido para acidos hu-
micos de leonardita (LHA), acidos himicos de suelos (SHA) y acidos humicos comerciales. En estos

espectros es posible identificar, con base en los criterios antes sefialados, el tipo de estructura presen-
te.
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Figura 4. Espectros de RSE de diferentes suelos venezolanos (Rivero et al., 1998b)
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Figura 5. Espectros de RMN de diferentes acidos humicos (Monteil-Rivera et al., 2000)
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Rayos X: La aplicacién de rayos X a muestras de 4cidos humicos permite obtener difractogramas que
facilitan la determinacion de las dimensiones de la moléculas humicas; en tal sentido Wershaw et al.
(1967), usaron esta técnica para medir el tamafo de las particulas de humato de sodio, ellos conclu-
yeron que, en solucion, es posible detectar dos o mas tamarfos para un material extraido del mismo
suelo y al mismo tiempo. Méas recientemente, Monteil-Rivera et al. (2000) aplicaron la técnica para

identificar el tipo de grupos presentes en la molécula y la energia de los enlaces (Figura 6).
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Figura 6. Espectros de Rayos X de diferentes 4cidos humicos (Monteil-Rivera et al., 2000)
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Pirdlisis-espectrometria de masas (P-EM): La técnica consiste en efectuar la pirdlisis directa de la
muestra de SH al vacio en un espectrémetro de masas, el cual permite identificar moléculas cargadas
o fragmentos ionicos productos de la pirdlisis. Estas unidades generan un espectro cuyas lineas de-
penden de la relacién masa/carga de la entidad quimica, parametro que es caracteristico y conocido
como ndmero de masa. La interpretacion de los datos obtenidos de la pirolisis implica un conocimiento
detallado del comportamiento pirolitico de los compuestos estudiados. La Figura 7 muestra el tipo de
espectros obtenidos.
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Figura 7. Espectros de pirdlisis espectrometria de masas de compuestos organicos (Kégel-Knabner,
2000)

Microscopia electronica: Se ha usado para estudiar la estructura macromolecular de los acidos hdmi-
cos y fulvicos, as161 como la formacion de complejos con arcillas. No obstante se le atribuyen muchas
dificultades derivadas de la susceptibilidad de la molécula de SH al bombardeo electronico y de la for-
macion de “compuestos artificiales" como consecuencia de la interaccién de dichas moléculas con las
membranas de parlodion-carbono usadas en el microscopio. Se ha usado tanto la microscopia electréni-
ca de transmision como la de barrido (Lobartini y Tan, 1988; Chen, 1994). La Figura 8 muestra las image-
nes obtenidas en este tipo de evaluacion

Termogravimetria-Infrarrojo (TG-IFTR): consiste en someter una pequefia cantidad de muestra a ca-
lentamiento, inicialmente a unos 100°C y luego se lleva a unos 900°C. Los gases que evolucionan son
simultdneamente transferidos a un espectrofotémetro de infrarrojo con transformadas de Fourier, esto
permite obtener una serie de espectros de IFTR en secuencia temporal (Geyer et al., 2000). La figura 9
muestra los espectros obtenidos por estos autores para los acidos himicos de un suelo.

Ademas de las técnicas descritas, cuyo uso se ha extendido notablemente en los ultimos tiempos dada
la alta calidad de la informacién que generan, los estudiosos han ensayado un nimero bastante consi-
derable de otras técnicas; muchas de las cuales han resultado de utilidad limitada. Sin embargo, existe
un pequerio grupo que a pesar de no gozar de amplia difusién han resultado de bastante utilidad en al-
gunos casos particulares y entre las cuales es posible citar:
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Figura 8. Imagenes de microscopio electronico de complejos arcillas sustancias humicas (Laird, 2001)

Punto de focalizacion isoeléctrica (PFl): la técnica consiste en separar las SH en un gel del tipo sep-
hadex o poliacrilamida al cual se le afade un anfolito para crear un gradiente de pH, la separacion de los
distintos analitos se verifica con base a su respectivo punto isoeléctrico (Schmitt et al., 1997; De Nobili et
al., 1988).

Electroforesis capilar. El uso de esta técnica esta basado en la separacion por electroforesis capilar de
las SH, en un sistema con pH buferado a 3,5; esto es posible debido a que el pK , de los grupos funcio-
nales de las SH se encuentra en el rango comprendido entre 3,5 y 5,0 ( Schmitt-Kopplin et al., 1998)

Viscosimetria y Cromatografia: ambas se han utilizado para determinar propiedades de las SH tales
como su peso molecular (Visser, 1985; Gonet y Wagner, 1996, Lombardini y Jardin. 1999). En el caso
del uso de cromatografia ha recibido especial atencion la cromatografia de exclusion por cuanto permite
una buena separacién de las moléculas en funcién de su peso molecular (Pelekani et al.,, 1999)

Potenciometria diferencial de barrido (DSP): su aplicacién permite titular pequefias cantidades de
muestras de SH, ligeramente solubles en medio acuoso, con el establecimiento de las zonas de cargas
positivas y negativas. Esto permite obtener informacion acerca de las caracteristicas acido-base de las
SH, las constantes de disociacién aparente y el desarrollo de cargas. La Figura 10 muestra el tipo de
grafico que se construye en este caso (Ceppi et al., 1999).

Ahora bien, la aplicacién de algunos de estos métodos no resulta, en muchos casos facil dada la instru-
mentacién que requieren. Sin embargo, pareciera que el conocimiento acerca de la composicion y carac-
teristicas de la materia organica estable permitiria inferir acerca de su efecto real sobre propiedades de
suelo, de relevante importancia, como la estructura o la capacidad de intercambio catiénico, por lo que al
menos una serie de determinaciones minimas deberian realizarse. En tal sentido se recomienda que la
ejecucion de manera conjunta de al menos dos de las técnicas basadas en la espectroscopia visible la
cual esta ampliamente difundida, y en general es de bajo costo, podria ayudar a disponer de una informa-
cién que al menos permita una garantia minima en la toma de decisiones del manejo de un determinado
suelo, con ello se espera ir siempre en la direccion de lograr la sostenibilidad de los agrosistemas.
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Figura 10. Curvas de titulacién por potenciometria diferencial (Ceppi et al., 1999)
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