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RESUMEN

En este capitulo se describen metodologias y técnicas actuales para el estudio de la materia organica (MO)
del suelo. Se han seleccionado aquellas que aportan informacién mas especifica a la hora de evaluar el impacto
de los incendios sobre los distintos tipos de constituyentes organicos del suelo. Se incluyen métodos moder-
nos para el analisis de la MO total, asi como procedimientos para su fraccionamiento y para el aislamiento y
cuantificacion de las distintas formas de MO. Se revisan los principales métodos vigentes, tanto destructivos
como no destructivos, para la caracterizacion quimico-estructural de todas las formas de MO, centrando el
interés en los mas apropiados para determinar el grado de alteracion de la MO por efecto del fuego.

INTRODUCCION

La importancia del estudio de la Materia Organica (MO) del suelo como medida del impacto del
fuego se fundamenta en dos principios basicos: i) la MO es un agente activo en el funcionamiento
del suelo, con capacidad de ejercer un efecto directo e indirecto en la productividad y estabilidad
a largo plazo de los ecosistemas; v i) la composicion del humus refleja factores propios y exter-
nos al medio, lo que permite un diagndstico precoz de los cambios en los ciclos biogeoquimicos
en ecosistemas afectados por perturbaciones.

En trabajos anteriores, se han estudiado las alteraciones que experimenta la MO de sue-
los completos y sus fracciones humicas aisladas por efecto del fuego, aplicando aproximacio-
nes experimentales que incluyen la comparacion de suelos procedentes de ecosistemas incen-
diados e inalterados y experimentos bajo condiciones controladas de laboratorio. Los resultados
obtenidos, revisados recientemente (Gonzalez-Vila y Almendros, 2004; Gonzalez-Pérez et al.,
2004a; Gonzalez-Vila et al., 2009; Knicker et al., 2003a; Tinoco et al., 2005), describen los
efectos detectados en los suelos debido al impacto del fuego y entre ellos se puede destacar:
i) la importancia de la transformacion abidtica de precursores alifaticos en macromoléculas
aromaticas en ecosistemas actuales; i) neoformacién térmica de estructuras heterociclicas de
N; iii) cambios en la solubilidad de las fracciones solubles y coloidales de la MO; iv) Pérdida
preferente de grupos funcionales oxigenados y de estructuras alifaticas O-alquilicas; vy, v) cam-
bios en la estructura macromolecular de la MO, probablemente relacionados con la acumu-
lacion de formas alquilicas resistentes.
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En el presente capitulo se describen los protocolos y técnicas utilizados para el aislamiento y
analisis de la MO del suelo (MOS), que se consideran particularmente apropiados para evaluar el
impacto del fuego sobre la misma. La mayor parte de esta metodologia esta incluida en las res-
pectivas secciones experimentales de articulos sobre impacto del fuego en la MOS, anteriormente
publicados (Almendros et al., 1992, 1988, 1990, 2003; Gonzalez-Vila et al, 2009; Knicker et al.,
20054, 2007; Tinoco et al., 20086).

METODOLOGIAS PARA LA CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION ESTRUCTURAL
DE LA MATERIA ORGANICA DEL SUELO

A pesar del considerable progreso experimentado por la Quimica del Humus en los ultimos treinta
afos, la estructura de la MOS continda sin ser conocida en su mayor parte. Los métodos clasi-
cos de fraccionamiento de la MO permiten separar sus diferentes constituyentes (hidrosoluble,
lipidos, materia particulada ligera, acidos humicos o acidos fulvicos) debido, por regla general, al
diferente grado de asociacion entre las fracciones organicas y la fase mineral.

En relacion con los aspectos estructurales a nivel molecular existen multitud de investiga-
ciones que se centran en la fraccion de sustancias humicas (SH), por considerar que su natura-
leza varia en los distintos suelos, que refleja en su composicion el impacto de los factores forma-
dores, y que puede constituir una fuente de informacion sobre la estructura del sistema tréfico y
el funcionamiento del suelo. Ademas, el conocimiento de la sintesis, estructura y las reacciones
de las SH con otros componentes del suelo, es de gran interés desde el punto de vista ambien-
tal debido a su capacidad para reflejar los procesos de degradacion de los ecosistemas por per-
turbaciones externas tales como el fuego (Almendros et al., 1984a, b, ¢; Gonzéalez-Vila y Almen-
dros, 2004; Gonzalez-Pérez et al., 2004a; Knicker et al., 1996).

Frente a los conceptos clasicos que consideraban las SH como macromoléculas vegetales
alteradas, los estudios mas recientes han puesto de manifiesto su composicion quimica carac-
teristica, su origen por mecanismos simultaneos de alteracion y neoformacion, y su actividad
reguladora de procesos fisicos y quimicos en los suelos (Almendros, 2008; Schnitzer, 1972; Ste-
venson, 1982). Aungue muy probablemente se requieran aun muchos mas anos para obtener un
modelo valido de los sistemas coloidales del humus, en la actualidad se asiste al desarrollo cre-
ciente de investigaciones especificas, no limitadas a la aplicacion generalizada de planteamien-
tos procedentes de la quimica de la lignina y del carbén.

De esta manera, muchos estudios profundizan en la importante y variada informacion que
proporciona el estudio de los lipidos del suelo, que engloban una parte importante de las sustan-
cias no humicas (Breger, 1966; Dinel et al., 1990; Stevenson, 1982). A ello ha contribuido, por
una parte, la evidencia de la importante contribucion del material alifatico en el conjunto de los
procesos de humificacion (Almendros et al, 1991; Hempfling et al., 1989; Kégel-Knabner et al.,
1992; Nip, 1966), asi como el hecho de que la hidrofobicidad, estrechamente relacionada con
la fraccion lipidica y en parte con el efecto del fuego, juega un papel importante en propiedades
del suelo tales como su estabilidad y su capacidad de retencion de agua (DeBano, 2000; Doerr
et al., 2000; Jambu et al., 1978; Savage et al, 1972; Dinel et al., 1990).
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Para el estudio del impacto del fuego en una matriz tan compleja como es la MOS, se requiere
un enfoque multidisciplinar, aplicando diferentes técnicas que informan sobre aspectos parcia-
les, en ocasiones no totalmente concordantes, pero necesarias para obtener una vision de
conjunto del sistema. Aparte de los métodos clasicos de fraccionamiento de la MO, que permi-
ten separar sus diferentes constituyentes (materia particulada ligera, lipidos, acidos humicos, aci-
dos fulvicos, etc., y que se basan, por regla general, en la diferente estabilidad de los enlaces
organo-minerales), existen multitud de investigaciones que se centran en la fraccion de acidos
humicos. Debido a su naturaleza, los acidos humicos varian de un suelo a otro y en su compo-
sicion reflejan el impacto de distintos factores que han actuado o acttian en la formacién del suelo.
De esta forma, los acidos humicos constituyen una fuente de informacion valiosa sobre la estruc-
tura del sistema trdfico y el funcionamiento general del suelo (Almendros et al., 1983, a, b, ¢; 1985,
1989a; Gonzalez-Vila et al., 2006; Iglesias et al., 2008, Knicker et al., 2006a, b, c; 2007).

Carbono organico total

El carbono el suelo se ha determinado tradicionalmente por dos métodos independientes: por
oxidacion en seco —o calcinacion—y por oxidacion por via humeda utilizando oxidantes enérgi-
cos como son el dicromato o el permanganato potasico.

La oxidacion en seco consiste en el calentamiento del suelo en un horno y la estimacion del
carbono suele hacerse gravimétricamente o determinando el CO, proveniente de la combustion
(p.€j., calcinacion a 550 °C). Para muchos tipos de suelo, la estimacion gravimétrica del carbono
suele provocar errores experimentales debido a deshidratacion y descarbonatacion de minera-
les y por ello suele aplicarse sélo en suelos organicos. Estos procedimientos no son adecuados
para suelos que contengan carbonatos (~12% C), pues las alternativas de descontar el porcen-
taje de carbono inorganico determinado independientemente o de descarbonatar previamente el
suelo tratandolo con acidos, suele plantear problemas que no se dan cuando los carbonatos son
constituyentes menores del suelo.

El método alternativo, de oxidacion por via himeda (ver figural), presenta la ventaja de no
estar afectado por la presencia de carbonatos, pero tampoco esté libre de errores experimen-
tales. En este caso pueden venir dados por interferencias con otros compuestos reductores pre-
sentes en el suelo y distintos de la MO, pero sobre todo por el hecho de que el calculo del car-
bono obtenido por reacciones redox suele incluir en la féormula factores correctores empiricos
para corregir la oxidacion parcial del C en la muestra (a no ser que la reaccion incluya un calen-
tamiento externo y durante tiempo prolongado) y porque los factores para convertir el poder reduc-
tor en contenido en carbono suelen estar basados en compuestos de referencia (glucosa) que
no tienen un estado de oxidacion comparable al de todas las formas de MO presentes y que ade-
mas varian en los distintos tipos de suelo.

En el caso de los suelos afectados por el fuego hay que tener en cuenta que la determina-
cién del carbono idealmente deberia incluir no sélo el “carbono oxidable” (MO) sino también las
formas carbonizadas (Gonzélez-Pérez et al., 2002a, b, 2004b; Gonzalez-Vila, 2002; Knicker et
al., 2003b, 20063, b, c) recientes o fosiles (carbdn vegetal y mineral, black carbon y grafito). Algu-
nos de estos materiales carbonizados pueden contener cerca del 100% de carbono, si bien
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Figura 1. Analisis de carbono oxidable del suelo por la via himeda: de izquierda a derecha, de arriba abajo: tratamiento
con acido sulfurico y dicromato; oxidacion 30’; valoracion con sal de Mohr.

por oxidacion seca (dependiendo del la técnica y la pulverizacion de la muestra) suelen obtenerse
valores por defecto cercanos al 60%. Por esta razén, las medidas de carbono total de suelos
afectados por el fuego, con alto contenido en restos carbonizados, pueden estar subvaloradas
y afectadas por un considerable error experimental.

Considerando estas diferencies entre los métodos experimentales, se han realizado propues-
tas de determinar el black carbon o las formas mas o menos carbonizadas de MO en suelos afec-
tados por el fuego, sustrayendo los resultados de C obtenido por oxidacion en seco y en humedo.
Desde el punto de vista practico, este procedimiento suele aportar resultados orientativos pero
poco fiables, sobre todo si el contenido en material carbonizado es bajo, pues ha de conside-
rarse que se suman las imprecisiones propias de ambos métodos.

Para convertir el porcentaje de carbono a MO, suele multiplicarse por un factor empirico pro-
ximo (frecuentemente 1,725, si bien en suelos forestales u organicos se suele aplicar el factor 2).

Determinacion mediante oxidacion por via humeda

Para la determinacion de la MO se emplea el método de oxidacion parcial del suelo con dicromato
potasico (K,Cr.O; 1M) en medio acido. El contenido de carbono organico se calcula valorando el
exceso de dicromato potasico con sal de Mohr (Fe(NH,),(SO.), 0,5M) y utilizando difenilamina como
reactivo indicador (Walkley y Black, 1934). Para ello, se procede de la siguiente manera:
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Se parte de 0,1-2 g de muestra (suelo o fracciones humicas) pulverizada. La cantidad de
muestra depende del contenido de C esperado: se pesan 2 g cuando se sospecha un contenido
de MO menor al 1%, 1 g para muestras que pueda presentar entre 1-3%, o0 0,5 g para conteni-
dos superiores al 3%. La muestra se introduce en un matraz erlenmeyer de 500 cm?® y se agre-
gan 10 cm? de dicromato potasico 1M, y 20 cm? de acido sulfurico concentrado, agitando durante
30 segundos, al cabo de los cuales se deja reposar durante media hora. A continuacion, se agre-
gan unos 200 cm?® de agua destilada y se deja enfriar hasta temperatura ambiente. Se afaden 10
cm?® de &cido fosforico concentrado seguidos de 1 cm?® de solucion indicadora de difenilamina, la
cual se prepara disolviendo 0,5 g de difenilamina en polvo con 100 cm?® de H,SO, concentrado
y 20 cm?® de H,O destilada. A continuacion, se procede a la valoracion del exceso de dicromato
potasico que no ha reaccionado mediante la incorporacion, con bureta, de solucion de sal de
Mohr 0,5M. La sal de Mohr se prepara disolviendo 197 g de (SO.).Fe(NH.),® 6H,O en un litro de
agua destilada, al que se le afladen 10 cm?® de H,SO. concentrado.

En la valoracion, el color de la mezcla de la solucién cambia de azul oscuro a verde manzana.
El porcentaje de C de la muestra viene dado por la ecuacion: C (%)= [ (B-M) x 0,195 x f]/ P,
donde M es el volumen de sal de Mohr consumido durante la valoracién de cada muestra, B es
el volumen de sal de Mohr consumida en el blanco (sin suelo), P es el peso en gramos de la mues-
tra'y f es un factor de la sal de Mohr que corrige su normalidad. Este factor debe ser 1, excepto
cuando la sal de Mohr esta mal preparada o se ha oxidado con el tiempo y en presencia de la
luz. Para calcular el factor de la sal de Mohr se titula una mezcla de 5 cm?® de sal de Mohr 0,5M,
250 cm?® de H,O destilada y 5 cm® de H,SO. concentrado, introducidos en un matraz de 500 cm?,
donde se procede a valorar el volumen de KMnO, 0,1N que reacciona con un volumen conocido
de sal de Mohr al cambiar el color de incoloro al primer tono de rosa (color del permanganato).
El factor de la sal de Mohr se calcula como: F= M / 25, donde M corresponde con el volumen de
KMnO, 0,1N gastado al factorar. El porcentaje de MO se obtiene al multiplicar el C por el factor
empirico 1,724 propuesto por Walkley (1947).

Nitrégeno organico total

El contenido en N total suele experimentar cambios significativos por efecto del fuego. En oca-
siones, la relacion C/N puede bajar tras el incendio, por perderse menos rapidamente que el C,
que forma CO,, en tanto que el N tiende a estabilizarse en formas heterociclicas dificilmente degra-
dables, como se comentaran mas adelante.

Para la determinacion del nitrégeno total del suelo se utiliza el método de Kjeldahl (Kjeldahl, 1883
en Piper, 1950). Para ello, se pesa entre 0,5-1 g de muestra seca y molida en el molino de bolas,
a la que se le afiaden 0,5 g de una mezcla catalizadora (100 g de K,SO, y 5 g de Se en polvo) y
5 cm® de H,SO, concentrado. La reaccion se lleva a cabo durante unas 12 horas en un matraz
Kjeldahl provisto de un pequeno embudo de rama larga para evitar proyecciones del &cido y sobre
una manta calefactora. Durante los primeros 20 minutos se produce un ataque lento, después
se incrementa la temperatura, terminandose la digestion en hora y media aproximadamente. Al
finalizar la digestion, la mezcla de reaccion aparece transparente e incolora, y se afora con agua
destilada hasta 50 cm? antes de la medicion del N. Tras la reaccion, todas las formas organicas
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del nitrégeno del suelo se han transformado en (NH.),SO.. Su valoracion se lleva a cabo por colo-
rimetria utilizando un autoanalizador Technicon. El color azul se genera por el método de Berthe-
lot, conocido como azul de indofenol, generado por la reaccion entre amonio, fenol y NaCIO en
medio alcalino (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 1973).

Fraccionamiento de la materia organica del suelo

La separacion de las distintas fracciones de la MOS permite cuantificar una serie de constituyen-
tes que, en funcion de su naturaleza (fracciones particuladas, solubles o coloidales), se denomi-
nan genéricamente con términos tales como MO libre, &cidos humicos (AH), acidos fulvicos (AF),
humina ligada a oxidos o arcillas, y humina no extraible o residual (Duchaufour, 1975; Duchau-
four y Jacquin, 1975).

La composicion de las fracciones organicas del suelo puede modificarse en gran medida
tras los incendios. El contenido en fracciones particuladas (materia organica libre) puede dismi-
nuir o aumentar; en el segundo caso generalmente por aportes por parte de la vegetacion que-
mada. Las otras fracciones experimentan una compleja dinamica por efecto del fuego: cambia
su contenido en grupos funcionales y los acidos fulvicos se transforman en acidos humicos vy, a
su vez, estos en humina. Todo ello, depende de la intensidad y duracién del fuego, y del mayor
0 menor aporte de necromasa parcialmente carbonizada, que también puede contener sustan-
cia de tipo pseudomelanoidina (productos de deshidratacion de carbohidratos) o productos
de Maillard (macromoléculas que incorporan aminoéacidos transformados) que tienen propieda-
des de solubilidad semejantes a los acidos humicos y fulvicos (Almendros et al., 1989b; Mai-
llard, 1916). Por ello, ademas del interés de estudiar los cambios en sus proporciones tras el
efecto del fuego, ha de estudiarse su naturaleza quimica mediante técnicas como las que se
detallaran mas adelante.

Determinacion de las fracciones de la materia organica libre
Materia organica de baja densidad

La MO libre se encuentra formada por fragmentos de raicillas, semillas, hifas de hongos, restos
vegetales y microorganismos, que se encuentran incorporados en forma poco estable al com-
plejo organo-mineral del suelo mediante enlaces predominantemente fisicos que se rompen con
relativa facilidad mediante agitacion mecanica. Por ello, para determinar la MO libre es necesario
romper los agregados del suelo y separar las fracciones resultantes por diferencia de densidad.
Este procedimiento es exclusivamente fisico, como lo son los mecanismos de retencién o incor-
poracion de la MO libre (fraccion particulada ligera) al suelo (Figuras 2 y 3).

Para su determinacion se pesan 20 g de suelo, se transfieren a tubos de centrifuga y se
afiaden 70 cm?® de &cido fosférico 2M (densidad 1,2 g cm™®) (Dabin, 1971). Si las muestras con-
tienen carbonatos (comprobado previamente mediante el test cualitativo con HCI) se agregan
unas gotas de octanol para evitar la formacion de espuma. A continuacion, se agitan las mues-
tras con un agitador de varilla (1 min) y se centrifugan 5 minutos a 1,935 g. Una vez centrifu-
gados los tubos, se filtra la suspension sobrenadante y se recoge la MO libre. Los papeles de
filtro (de unos 20 cm de diametro), donde queda retenida esta fraccion de particulas flotantes
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Figura 2. Separacion de la materia orgénica libre de densidad inferior a 1.1. Suspension del suelo en acidos fosférico 2M;
tratamiento con octanol, agitacién, centrifugacion, separacion por filtracion, pesada.

Figura 3. Separacién de la materia organica libre de densidad comprendida entre 1,1y 1,8. Suspension del suelo en mezcla
de bromoformo con alcohol, centrifugacion, separacion por filtracion, desecacion en estufa, pesada.
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del suelo, se lavan repetidas veces con abundante agua caliente para eliminar los restos de
acido fosforico concentrado (no volatil) que impregna las particulas de MO. De esta manera se
evita que contribuya al peso de la muestra o deteriore el papel de filtro al evaporarse el agua.
Se puede comprobar el pH del papel de filtro hasta que esté proximo a 7. La solucion sobre-
nadante recuperada tras filtrar la suspension con la MO libre se conserva para la posterior deter-
minacién, en su caso, de los acidos fulvicos libres (AFL), sobre todo si presenta una intensa
coloracion amarilla. Los papeles de filtro se secan en la estufa (60 °C) y posteriormente se
separa la MO libre del papel, determinandose su peso seco. La MO libre se guarda para la pos-
terior determinacion de su contenido de C.

Extraccion de los lipidos del suelo

Los lipidos del suelo constituyen una mezcla heterogénea de gran nimero de compuestos que
presentan la caracteristica comun de ser solubles en disolventes organicos. Dentro de esta frac-
cion se encuentran desde compuestos relativamente sencillos como alcanos y acidos grasos,
hasta moléculas complejas como terpenos, ceras, resinas, clorofilas o esteroles. La fraccion de
lipidos también incluye sustancias macromoleculares de estructura poco conocida, no volatiles
en las condiciones habituales de cromatografia de gases y que posiblemente incluye triglicéridos,
poliésteres, fosfatidos, estélidos, poliprenoles, esteril ésteres, resinas, oligémeros de macromo-
léculas lipidicas de plantas y microorganismos.

Los lipidos son importantes marcadores del efecto del fuego. Acusan cuantitativamente su
impacto en forma de cambios en las proporciones de sus constituyentes. Por ejemplo, el fuego
modifica la longitud de cadena de los compuestos alquilicos, reduce las diferencias entre los com-
puestos homdlogos con numero par e impar de atomos de carbono permitiendo distinguir las
series de compuestos en estos suelos de las formadas por la vegetacion y se destruye de manera
selectiva muchos compuestos ciclicos que dan lugar a otros, como por ejemplo el acido levopi-
marico que experimenta apertura de anillo y da lugar a &cidos de secodehidroabiéticos (Almen-
dros et al., 1988; Dettweiler et al., 2003).

Extraccion discontinua a temperatura ambiente

Para la extraccion de los lipidos de suelo se puede utilizar como disolvente organico la mezcla diclo-
rometano-metanol 3:1 (50 cm?® de diclorometano (CH.Cl,) con 25 cm?® de metanol (CH;OH)), para
extraer preferentemente las moléculas libres. Para realizar la extraccion, se pesan unos 3 g de suelo
(muestra seca y homogenizada por un tamiz 2 mm de luz) en un frasco de vidrio Pyrex® (con
tapodn de rosca) y se le afiaden 75 cm?® de diclorometano-metanol 3:1 v:v. Se agita, y se dispersa
durante 10 minutos en un bafno de ultrasonidos. Pasado este tiempo, se filtra la solucién (extracto
organico) en un matraz de cuello esmerilado y se repite nuevamente esta operacion con el residuo
sedimentado (residuo I). Se mezclan ambos filtrados en el mismo matraz. Para eliminar el agua que
puede haberse extraido con los solventes organicos, se afade al extracto una cucharadita de sul-
fato sodio anhidro, se agita y se deja reposar durante 20 minutos. A continuacion, se filtra nueva-
mente y se conserva la fase orgénica deshidratada. Esta se evapora en un rotavapor hasta que que-
den unos 10 cm?, momento en el cual se pasa el extracto organico a un vial de 15 cm®y se deja
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Figura 4. Extraccion de lipidos en discontinuo en frascos cerrados en estufa a 60 °C: Tratamiento con diclorometano-meta-
nol; agitacion y extraccion en estufa previa a filtracién y evaporacion del solvente.

evaporar dentro de una estufa a 35 °C. Una vez seca la fraccion lipidica, se vuelve a pesar el vial y
se calcula el peso de lipidos del suelo en porcentaje de peso seco de la muestra (Figura 4).

Extraccién en continuo

Cuando se precisa obtener una cantidad de lipidos suficiente para su posterior fraccionamiento
0 el empleo de determinadas técnicas, se puede partir de muestras de unos 50-100 g de suelo,
introducidos en un cartucho de celulosa, que a su vez se introduce en un extractor Soxhlet utili-
zando un extractante organico, por ejemplo, éter de petréleo (40-60 °C). Después de 24 h de
extraccion a reflujo, el extracto se deseca sobre Na,SO, anhidro y el disolvente se elimina a 60
°C. Finalmente las muestras se almacenan en viales bajo atmosfera inerte (Figura 5).

En general, se recomienda utilizar un disolvente de baja polaridad cuando se desea evitar la
extraccion de excesiva proporcion de sustancias macromoleculares no volatiles. Cuando se pre-
tende extraer preferentemente moléculas libres, no se aplican pretratamientos hidroliticos o des-
mineralizantes para liberar fracciones lipidicas fijladas al suelo.

Alquilacion (metilacion, silanizacion, etc.) de lipidos
Con el objetivo de mejorar la resolucion de estudios posteriores por cromatografia de gases y
espectrometria de masas, se pueden metilar los lipidos. Las muestras evaporadas se tratan
con un exceso de trimetilsilidiazometano (aproximadamente 0,05-0,1 cm®) y se tapan (Aoyama
y Shiori, 1990). Al dia siguiente, se abren los botes para que se evapore el agente metilante en
una campana extractora de gases y, una vez secos, se guardan cerrados en la nevera. Para la
sililacion, las muestras se disuelven en piridina, anadiendo trimetilsililimidazol y la mezcla se clienta
a 65 °C durante media hora (Pierce, 1977).

La metilacion derivatiza los acidos (a metilésteres, -COOCH,) y los grupos OH fendlicos (a
metoxifenoles, -OCHs,). La silanizacion forma trimetilsililderivados con acidos y fenoles, pero tam-
bién con grupos OH alcohdlicos.
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Figura 5. Extraccién de en continuo de lipidos del suelo con aparatos de Soxhlet: extractores en funcionamiento; recupera-
cién de los extractos; evaporacion tras deshidrataciéon con sulfato sédico anhidro; evaporacion a presion reducida.

Sustancias humicas

El estudio de la MO humificada del suelo incluye extraccion, valoracion y en su caso, aislamiento
y purificacion de tres fracciones que se definen principalmente por sus propiedades de solubili-
dad: i) acidos humicos (solubles a pH alcalino, insolubles a pH acido), acidos fulvicos (solubles
a pH acidos) y humina (insoluble a todos los valores de pH y generalmente asociada fuertemente
a la fraccion mineral).

Determinacidn de los acidos htimicos y los acidos falvicos

Para la extraccion de los acidos humicos y acidos fulvicos se parte de muestras de suelo a las
cuales se ha separado previamente la MO ligera y en algunos casos también la fraccion lipidica,
mediante los métodos descritos anteriormente. Como primera solucion extractante se utiliza el
pirofosfato sédico 0,1M (44.6 g Na,P,O;¢10 H,O en 1000 cm? de agua destilada), para lo cual se
afaden unos 200 cm? de esta solucion por cada 10-50 g de muestra utilizando frascos de
centrifuga que se mantienen en agitacion durante 5-6 horas. Pasado este tiempo, se centrifuga
5 minutos a 1.935 gy la solucion sobrenadante, que contiene la solucion himica, se transfiere
a una botella. A continuacion, se aplica la segunda solucién extractante de hidroxido sédico 0,1M
(4 g NaOH en 1.000 cm?® de agua destilada), se mantiene en agitacion por 4 horas y se centrifuga
durante 5 minutos a 1.935 g (Figura 6).
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Esta operacion se repite hasta que el extracto final presente una coloracién poco intensa. El
tratamiento previo con pirofosfato ejerce un efecto descomplejante de la MO, precipita los meta-
les bivalentes con que se encontraban asociadas las SH y las solubiliza en forma de sales sodi-
cas (humatos y fulvatos). El tratamiento con NaOH permite continuar el proceso de extraccion,
ahora basado exclusivamente en intercambio de sodio e incremento del pH, proceso que puede
producir algunas alteraciones en la MO e incluso solvalisis (solubilizacién de sustancias no himi-
cas o de una parte de la humina). Por esta razén no se debe continuar el tratamiento con NaOH
hasta que el color del extracto sea transparente. De hecho, si se observa un aumento en la inten-
sidad del color en las Ultimas extracciones respecto a las precedentes es sintoma de hidrolisis y
de la ocurrencia de neoformaciones en la humina o fraccion insoluble de la MOS. Se ha indicado
que el empleo de una atmdsfera inerte (N,) durante la extraccion (burbujeando nitrégeno durante
unos segundos en los frascos de centrifuga antes de la agitacion, y guardando los extractos que
se van obteniendo en botellas cerradas tratadas de la misma forma) evita o reduce estas oxida-
ciones secundarias y alteraciones de la MO no deseadas.

La extraccion de SH puede llevarse a cabo exclusivamente mediante NaOH y prescindiendo
del Na.P,O,. Este proceso facilita la purificacion de las SH con una menor proporcion de sales.
Sin embargo, en los suelos fuertemente carbonatados, es necesaria la descarbonatacion previa

Figura 6. Extraccion de SH extraibles: Tratamiento con pirofosfato (e hidroxido sédicos 0.1M). Agitacion, equilibrado de tubos
y centrifugacion. Separacién del extracto y el residuo. Decantacion de los sucesivos extractos.
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Figura 7. Valoracion cuantitativa de las fracciones de extracto total (acidos humicos y acidos fulvicos): Toma de alicuotas del
extracto total; toma de alicuotas para ser precipitadas a pH=1y centrifugadas; acidos humicos redisueltos en NaOH;
desecacion al bano; muestras desecadas preparadas para valoracion de C.

del suelo, o bien tratarlos previamente pirofosfato, de lo contrario el efecto del hidroxido sédico
es insuficiente para extraer las SH precipitadas por el calcio.

La determinacién de los acidos humicos y acidos fulvicos se realiza de manera paralela
(Figura 7). Por una parte, se toma una fraccién alicuota de 50 cm?® del extracto humico total
(pipeta) y se transfiere a un vaso de precipitados; se evapora al bafio Maria a 60 °C y se deter-
mina el C del extracto humico total (AH+AF) por el método de oxidacion en himedo con dicro-
mato potasico. No son adecuadas las desecaciones sobre placa calefactora ni en estufa. La
desecacion del extracto puede ser una fuente de error analitico al comparar valores de dife-
rentes tandas analiticas, si el tiempo de desecacion, la temperatura o el volumen de la alicuota
tomada ha sido muy diferente entre muestras.

Para la determinacion de los acidos humicos, se toma otra alicuota de 25 cm?® del extracto, se
agrega aproximadamente 1 cm?® de H,SO, 1:1 hasta que el pH sea acido (pH= 1) y se centrifuga 5
minutos a 4.355 g. La solucion acuosa se desecha y el precipitado constituido por los acidos hdmi-
cos, en forma de gel, se redisuelve con NaOH 0,5M (20 g en 1000 cm? de agua destilada) hasta pH
basico (pH >8). A continuacion se evapora al bafo Maria y se determina el C mediante el método
de oxidacion en humedo. De esta manera se obtiene el contenido en C de los &cidos humicos,
expresado en g C 100 g suelo. La concentracion de los acido fulvicos se calcula por diferencia
entre el C del extracto humico total anteriormente obtenido y el C de los acidos humicos (CAF=
CAH+AF — CAH). El residuo I, donde se encuentra la fraccion mineral del suelo y las huminas, se
deseca en la estufa a 60 °C durante 24 horas y se conserva para determinar su contenido en C.

Furificacion de dcidos humicos para su posterior caracterizacion

Los acidos humicos todavia pueden contener una proporciéon apreciable de arcilla fina. Por ello,
el ultimo precipitado de &cidos humicos procedente del extracto total, se redisuelve en NaOH
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0,5My se centrifuga a 31.360 g durante 5 minutos. El resultado es un sedimento que contiene
las arcillas y una solucién sobrenadante de color marrén muy oscuro que contiene los acidos
humicos en forma de sal sédica. A continuacion se separan las fases y se afade HCI hasta pH
1 al sobrenadante para precipitar los acidos humicos. Finalmente se centrifuga a 4.355 g por 5
minutos para obtener un precipitado de acido himico purificado (sin arcillas) (Figuras 8 y 9).

A continuacion, se procede a la eliminacion de sales (fundamentalmente cloruro sddico, fosfatos,
etc.) que se han incorporado durante la extraccion de las SH (Figura 9). Para ello, se introducen los
acido humicos en bolsas de didlisis (por eiemplo Visking®, intervalo de pesos moleculares 12.000-14.000;
didametro de poro ca. 25 A, sibien los tubos de celofan industrial son adecuadas para estos fines) y
se sumergen en un recipiente con agua destilada durante varios dias, renovando el agua 2 ¢ 3 veces
al dia. La didlisis termina cuando ya no se observa reaccion positiva con AgNQOs, se abren las bolsas,
se vierte su contenido en placas Petri y se secan en la estufa a 50 °C durante 48 horas. Una vez eva-
porada el agua, los acidos himicos se desprenden de la placa con una espatula y se guardan para
una posterior caracterizacion quimica. El empleo de liofilizadores para la desecacion final de las
sustancias de tupo humico suele requerir mucho tiempo y las ventajas respecto a las caracteristi-
cas de la muestra final no suelen ser importantes si atendemos a los resultados obtenidos con la
mayor parte de técnicas que pueden aplicarse posteriormente a las SH purificadas.

Figura 8. Eliminacion de arcillas en de &cidos humicos; precipitacion a pH acido; redisolucion de los &cidos himicos en NaOH
0.5M; ultracentrifugacién a ~20000 rpm para sedimentar la arcilla y otros coloides insolubles en NaOH.
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Figura 9. Didlisis de &cidos humicos para eliminacion de impurezas minerales solubles: Relleno de tubos de celofan, didlisis
frente a agua destilada con agitacion suave; test positivo con AgQNO3 que indica que debe seguirse renovando el agua
destilada; Apertura de las bolsas y del &cido humico.

Extraccion de huminas ligadas a dxidos y arcillas

La humina, denominada “de insolubilizacion extraible”, esta formada por sustancias similares a
los &cidos humicos vy fulvicos unidos irreversiblemente a las arcillas, dxidos de hierro y aluminio
(Merlet, 1971). Para poder cuantificarla se debe tratar el residuo de suelo con ditionito (dithionito,
hidrosulfito) sédico, Na,S,0., un potente reductor que disuelve los Oxidos de hierro y aluminio,
seguido por tratamientos con acido fluorhidrico (HF) que disuelve la silice de los minerales rom-
piendo los enlaces del complejo arcilla-humus. Una vez eliminadas las arcillas se aplica hidréxido
sodico para extraer y cuantificar la humina extraible (Figura 10).

El procedimiento consiste en procesar el residuo de la extraccion anterior, donde se han extra-
ido previamente los acidos humicos y acidos fulvicos, y que todavia se encuentra en el fondo
de los tubos de centrifuga, afiadiendo los reactivos, agitando y calentando al bafio Marfa a 60 °C.
En cada tubo se afliaden 100 cm?® de Na,S,0, 60 mM y se agita periddicamente durante media
hora. Este proceso se repite tres veces. Pasado este tiempo, se centrifuga a 756 gy se desecha
el sobrenadante con los productos de reaccion de los oxidos y se guarda el residuo lll (huminas
+ arcillas). A este residuo lll se le agregan 100 cm?® de HF-HCI 1M (53 cm?® de HF + 81,04 cm?® de
HCl en 1.000 cm® de agua destilada). Al igual que en el paso anterior, los tubos se mantienen
en un bafio de agua a 60 °C. Este tratamiento se repite tres o cuatro veces, centrifugando los
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tubos y desechando el sobrenadante que en este caso contiene los productos de disoluciéon de
los silicatos provenientes de las arcillas. A continuacion, se lava el residuo resultante con agua
para eliminar los restos de reactivos y se centrifuga nuevamente.

Una vez extraidos los dxidos de hierro y aluminio, asi como los silicatos de las arcillas (Figura
9), se procede a la extraccion del C del suelo (humina extraible) con reactivos alcalinos, como
en el caso anterior de la separacion previa de acidos humicos y acidos fulvicos. Para ello, se
anaden 100 cm® de NaOH 0,5M y se agita. El sobrenadante corresponde a la humina extrai-
ble, mientras que el precipitado representa la humina no extraible (residuo V). Este proceso se
repite dos veces y el contenido de C se cuantifica en cada una de las fracciones por los méto-
dos anteriormente descritos. El contenido de humina no extraible se calcula por diferencia entre
el C total del suelo y el C del resto de fracciones organicas (MO libre, acidos fulvicos, acidos
humicos y huminas extraibles) (Figura 10).

Determinacion de la actividad biolégica del suelo

Normalmente consiste en determinar la actividad respiratoria del suelo en condiciones de labo-
ratorio. Para ello, se realiza un ensayo in vitro incubando el suelo en un matraz a temperatura y

Figura 10. Desmineralizacién del residuo de extraccion del suelo para la liberaciéon y determinacion de la humina extraible:
Tratamiento con ditionito sédico; homogeneizacion y reaccién al bafio de agua; tratamiento posterior con acidos desmine-
ralizantes (HF, HCI).
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Figura 11. Incubacion de muestras para actividad biolégica. Preparacion de matraces y ajuste de humedad; analizador de gas
(por conductividad eléctrica); matraz con muestra de suelo durante la medicion; registro de actividad de diferentes muestras.

humedad constante en condiciones aerobias (la atmosfera del matraz se renueva periddicamente)
durante un periodo de unos 15 a 30 dias. Al referir los valores obtenidos respecto al contenido de
C de cada muestra se obtiene la tasa de mineralizacion del suelo expresado en mg C 100 g' C
de suelo (Chone et al., 1973) (Figura 11).

Antes de realizar la incubacién se calcula la humedad de la muestra y se ajusta el conte-
nido de agua a un valor recomendado de 2/3 de la capacidad de retencion hidrica a presion
atmosférica. Para la medicion diaria de la respiracion se toman 20 g de muestra homogenizada
a2 mmy aun 2/3 de la capacidad de retencion hidrica en matraces de 250 cm?, cerrados con
un tapon provisto de dos tubos para la entrada y salida de gases. La incubacion se realiza a
27 °C durante 20-30 dias. EI CO, desprendido se mide conectando el tubo de entrada a una
columna de cal sodada que proporciona aire libre de CO, y desplaza el CO, del matraz hacia
el tubo de salida. El tubo de salida se conecta a un analizador de gas Carmhograph-12 (W&s-
thoff) que detecta los cambios en la conductividad eléctrica de una solucién de NaOH en la
que burbujea el gas que se analiza y se obtiene la tasa de respiracion como g CO, en 20 g
de muestra (Almendros et al., 1990).

Si no se dispone de analizador de CO,, la tasa de respiracion de suelos también se puede
determinar mediante titulaciéon con HCI (Chone et al., 1973). Para ello, se hace burbujear el aire
de salida a través de una columna con placa difusora para la absorcién del CO, con 25 cm?® de
NaOH 0,25 M durante 12—-15 minutos. Tras la absorcion del CO, por la solucién de NaOH se afa-
den 3 cm? de BaCl, 20%, unas gotas de timolftaleina 3% como indicador y se titula con HCI 0,2
M. La concentracién de CO, en la muestra se calcula a partir del volumen de HCI necesario para
el cambio de color de azul a incoloro y el CO, desprendido se calcula mediante la formula: mg
CO,=1,2 x (M-B), donde M es el volumen de HCI consumido por la muestra y B es el volumen
consumido por el blanco (sin muestra).
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METODOS NO DESTRUCTIVOS (ESPECTROSCOPICOS) PARA LA
CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS ACIDOS HUMICOS

La absorcién de la radiacion UV-visible en las macromoléculas humicas es atribuida a la pre-
sencia de grupos cromaforos y radicales libres estables. Se ha observado empiricamente que
la intensidad del color de las SH esta relacionada con la aromaticidad y que ésta incrementa con
la humificacion (madurez) De esta manera se asocia el progresivo oscurecimiento con una mayor
evolucion de la MO (Traina et al., 1990). Los espectros de absorcién en el rango UV-visible de los
acidos humicos son mondétonos, es decir, no presentan maximos salvo en el caso especial de los
acido humicos de tipo “P” que incluyen en su estructura derivados quindnicos de origen micro-
biano (Kumada, 1955). La intensidad del color, a igualdad de concentracion de C, es un carac-
ter diferencial de las muestras de acido humicos.

La relacion de absorbancias a 465 y 665 nm de los acidos humicos y &acidos fulvicos es la
E4/E6. Las absorbancias dependen de la concentracion pero la relacion E4/E6 es independiente
de ella y tiene un valor constante en un rango muy amplio de concentraciones. La relacion E4/E6
decrece cuando aumenta el peso molecular, el grado de condensacion y la aromaticidad (Chen
et al., 1977; Kononova, 1982). La relacién E4/E6 se ha utilizado como indicador de los procesos
de humificacion.

Espectroscopia en el rango visible

Para la determinacion de la densidad optica, los acidos humicos se disuelven en hidroxido sédico
0,01M a una concentracion de 0,2 mg C cm® (Kononova, 1982); se pesan 10 mg en 50 cm? de
NaOH 0,01M. La densidad éptica de cada muestra se determina, por ejemplo, en un espectro-
fotdmetro Hewlett Packard 8452A VIS-UV (detector de matriz de diodos “diode array” que adquiere
espectros en tiempo real) (Figura 12). Con objeto de investigar la presencia de compuestos espe-
cificos, que pueden formar parte de la fraccion de acidos humicos, y que contribuyen al espec-
tro (en principio mondtono) con maximos poco marcados (debido a su baja concentracion), como

Figura 12. Preparacién de soluciones de concentracion constante y adquisicion de espectros visible de acidos humicos.
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es el caso bien estudiado de las perilenquinonas procedentes de melaninas fungicas, puede apli-
carse una técnica para mejorar la resolucion de los espectros. Esta consiste en aplicar la 22 deri-
vada del espectro visible y de esta manera puede obtenerse un conjunto de picos vy valles carac-
teristicos (Almendros y Dorado, 1985).

Espectroscopia en el rango infrarrojo (IR)

La espectroscopia de absorcion infrarroja (IR) mide la excitacion vibracional de los atomos alre-
dedor de los enlaces que los conectan (Figura 13). La posicion de las lineas de absorcion depende
de la naturaleza de los grupos funcionales presentes y el espectro en su conjunto presenta un
perfil caracteristico para cada molécula. Un espectro de IR tipico en el rango de infrarrojo medio
comprende desde 400 a 4000 cm-'. Al absorber radiacion IR, las moléculas experimentan vibra-
ciones de tension (donde se modifica la distancia entre atomos) y de deformacion (se modifica el
angulo de enlace). Los modos de vibracion de un C tetraédrico incluyen: tensiéon simétrica y
asimétrica y cuatro tipos de deformaciones denominadas de tijera (scissoring), balanceo (“roc-
king”), torsion (“twisting”) o aleteo (“wagging”). La complejidad introducida por estas posibilida-
des hace dificil la interpretacion directa de los espectros de IR cuando la muestra presenta estruc-
tura heterogénea o compleja. Los espectros IR de las SH y de las macromoléculas en general
presentan un perfil sencillo constituido por pocas bandas relativamente anchas, si bien para el
caso de los acidos humicos, esta simplicidad se debe precisamente a la complejidad de la mues-

Figura 13. Preparacién de pastillas de KBr para adquisicion de espectros infrarrojos: homogeneizacion de muestra; prensa
de la muestra con KBr al vacio; extraccion de las pastillas y adquisicion del espectro.
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tra (solapamiento de las bandas de absorcién) y a los enlaces de hidrogeno (contribuyen al ensan-
chamiento de bandas, p.e. de hidroxilos a 3400 cm') (MacCarthy y Rice, 1985).

Respecto a suelos afectados por incendios, la espectroscopia IR refleja preferentemente los
cambios en los grupos funcionales oxigenados (p.gj., descarboxilacion, que es una de las prime-
ras reacciones que tiene lugar) y modificaciones estructurales en los grupos nitrogenados (por la
gran absorptividad molar de las amidas). Los cambios en la proporcion de constituyentes alifa-
ticos son también patentes en funcion de la intensidad relativa (p.€j., respecto a la banda aroma-
ticaa 1510 cm™) de la banda a 2920 cm-.

Los espectros IR, se adquieren a partir de pastillas preparadas con 3 mg de acido humico y
200 mg de KBr. Para la obtencién de dichas pastillas las muestras se homogeneizan en un
mortero de agata y se desecan a 100 °C durante un dia para eliminar las trazas de agua. El rango
de adquisicion de los espectros suele estar entre 4000 y 400 cm. Para facilitar el reconocimiento
de patrones a partir de los espectros se procede a aumentar la resolucion mediante un algoritmo
basado en la sustraccion del espectro original de un mdltiplo positivo de de la 22 derivada, seguido
por un suavizado (smoothing) mediante otro algoritmo de promedios lineales moviles (Rosen-
feld y Kak, 1982; Almendros y Sanz, 1992).

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de C'* (RMN C™)

La espectroscopia de *C RMN proporciona informacion sobre la estructura y la proporcion
relativa de las diferentes unidades estructurales de las SH. La aplicacion de la denominada “pola-
rizacion cruzada” (CP) y “rotacion en angulo magico” (MAS)” a la RMN de **C en estado sdlido
permite obtener espectros de alta resolucion con tiempos de adquisicion razonables (Figura 14).
Sin embargo, la CPMAS “C RMN (en estado sdlido) se encuentra limitada por la menor resolu-
cion respecto a la espectroscopia de RMN en solucion, pero presenta la gran ventaja de poderse
aplicar al analisis de todo tipo de muestras poco solubles, como a suelos completos o sus frac-
ciones, SH, etc., sin necesidad de extraccion previa con disolventes organicos. De ésta manera
se evitan problemas de alteracion, pérdida de material y extraccion selectiva.

Bajo condiciones de adquisicién adecuadas, la RMN de *C puede ser cuantitativa. Los espec-
tros pueden dividirse en regiones correspondientes a distintos tipos de Cs (fundamentalmente
alquilicos, O-alquilicos, aromaticos o insaturados y carbonilos), cuyas areas informan sobre la pro-
mocion de estas unidades estructurales en la MO. Si bien suelen integrarse intervalos relativa-
mente anchos en el caso de las sustancias macromoleculares, también pueden integrarse las
areas de picos caracteristicos de algunos tipos de C (Knicker et al., 2003c, 2006a).

En todos los espectros se integran las 4 regiones principales correspondientes a los dife-
rentes Cs: alquilico (0-46 ppm), O-alquilico (46—-110 ppm), ardmatico (110-160 ppm) y carbo-
nilico (160-220 ppm), asi como las distintas subregiones: C—-alquilico mévil (0-25 ppm), C-alqui-
lico rigido (25-46 ppm), C en los alcoholes primarios y secundarios, éteres y aminas (60-90 ppm),
C acetélico en carbohidratos y C cuaternario en taninos condensados (90-110 ppm), C aroma-
tico no sustituido o con sustituyentes de tipo alquilico (110-140 ppm), C aromatico heterosusti-
tuido (140-160 ppm), C carbonilico en acidos carboxilicos, ésteres y amidas (160-190 ppm)y C
carbonilico en aldehidos y cetonas (190-220 ppm) (Wilson, 1987; Preston, 1996).
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Figura 14. Equipo de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y espectro
obtenido de un acido humico. Los principales rangos espectrales son:
0-46 ppm= alquilico; 46-110 ppm= O-alquilico; 110-160 ppm=
aromatico/insaturado; 160-200 ppm= carbonilo.

Los espectros de RMN de "*C de
los acidos humicos se adquiere a 2,3
Tesla con un espectrometro Bruker
MSL 100 a 25,1 MHz en ™C, bajo
condiciones de polarizacién cruzada
(CP) y rotacion en el angulo magico
(MAS). El intervalo entre pulsos es de
3's, y el tiempo de contacto de 1 a
1,5 ms. Para cada espectro se acu-
mulan entre 104 y 105 FIDs (free
induction decays). La anchura de
barrido es de 125 kHz y la de filtro de
25 kHz. El tiempo de adquisicion es
de 12,3 ms. La frecuencia de rota-
cion en el angulo magico es de 4,3
kHz, empleando un rotor estandar de
doble cavidad donde se colocan 300
mg de muestra. Las escalas de des-
plazamiento quimico se calibran (O
ppm) con tetrametilsilano (TMS).

En el caso de los suelos afecta-
dos por el fuego, la RMN de *C es
especialmente adecuada para mos-
trar los cambios en las estructuras
aromaticas vy alifaticas de la MOS, y
fundamentalmente para mostrar la
degradacion (transformacion) térmica
preferente de las estructuras O-alqui-
licas (Almendros et al., 2005). Hay
que tener en cuenta que deben
tomarse precauciones si el suelo (o
el analito) es rico en compuestos

paramagnéticos (p.ej. 6xidos de Fe) o estructuras tipo grafito, como p.gj. hollin o carbones de
rango elevado (antracita). En ambos casos, la dinamica de la polarizacion cruzada se ve afectada
y se produce la pérdida selectiva de intensidad de grupos de C especificos. En el primero de
los casos el problema puede resolverse eliminando los componentes paramagnéticos con acido
fluorhidrico (Gongalves et al., 2003), pero las muestras ricas en estructuras grafiticas dan lugar

a espectros de CPMAS RMN con informacion limitada.

Una secuencia de pulsos especial denominada Desfase Dipolar (Dipolar Dephasing) permite
examinar la fuerza de las interacciones entre protones y Cs (Newman, 1990). Esta informacion
puede utilizarse para determinar la protonacion o grado de condensacion de estructuras aroma-
ticas en residuos de material carbonizado (Knicker et al., 2005b). Desafortunadamente, a veloci-
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dades elevadas de MAS se producen ecos que interfieren la cuantificacion (Wilson et al., 1984).
También puede usarse alternativamente una secuencia de pulsos bidimensional llamada HECTOR.

Para estudiar el N en la fraccion organica del suelo puede aplicarse la RNM de N en estado
solido (Knicker, 2004). Debido a la baja abundancia en los suelos del isdtopo N la sensibilidad
de la RMN de "N es aproximadamente 50 veces mas baja que la de *C. En estudios compara-
dos de suelos afectados y no afectados por incendios, se ha visto que en suelos no afectados
por incendios casi todo el N organico se encuentra en estructuras tipo peptidico, mientras que
en suelos afectados por el fuego la funcionalidad del N cambia a formas heterociclicas que se
forman debido al calentamiento de material nitrogenado (Almendros et al., 2003).

Actualmente suelen emplearse instrumentos de RMN con campos magnéticos entre 4,7 y
11,75 Tesla. Sin embargo, aunque la sensibilidad aumenta con la fuerza del campo magnético,
el uso de instrumentos con mas de 4,7 kHz requiere velocidades de MAS superiores a 8 kHz para
evitar bandas de rotacién laterales que solapan la intensidad de las sefiales, y secuencias de pulso
especiales de amplitud variable para evitar pérdidas de intensidad de los Cs con débil interaccion
bipolar con protones (Peersen et al., 1993).

Normalmente, los espectros de CPMAS ™=C y "N RMN de muestras de suelos y SH se adquie-
ren con retrasos de pulso entre 100 y 500 ms y tiempo de contacto de 1 ms (°C) y 0,7 ms (**N).
Dependiendo de la concentracion de C deben acumularse entre 10000 y 300000 barridos para
obtener espectros fiables. Los espectros de *N RMN de MOS a abundancia natural sélo pueden
obtenerse si la concentracion de N es > 2 %. Incluso en estos casos solo se adquieren espec-
tros validos tras acumular mas de un millén de barridos.

CARACTERIZACION DE LOS ACIDOS HUMICOS BASADA EN METODOS DESTRUCTIVOS

Andlisis elemental organico de los &cidos humicos

El andlisis elemental permite conocer la concentracion de C, H, N, Sy O de muestras organicas.
Se utiliza un analizador elemental (p.gj., Carlo-Erba EA-1108-CHNS), en el que los gases proce-
dentes de la combustion de las muestras (900 °C) son arrastrados por una corriente de He y pasan
a través de una columna de cromatografia de gases, siendo reconocidos cuantitativamente por
un detector de conductividad eléctrica y representados en forma de picos cuya area es propor-
cional a los porcentajes de C, N, H. El aparato se calibra por comparacion con los valores corres-
pondientes a una sustancia patron (acetanilida) previamente analizada en las mismas condiciones.

Van Krevelen (1950) propuso un método grafico-estadistico basado en las relaciones atomi-
cas de compuestos quimicos de formula conocida, que permitia describir su estructura y los
procesos que intervenian en la formacion de complejos macromoleculares como el carbon. Este
método se basa en un diagrama en el que se representa la relacion atémica hidrogeno/ carbono
(H/C) en el gje de las ordenadas y la relacion atémica oxigeno/ carbono (O/C) en el eje de absci-
sas. Al representar dichas relaciones atémicas para sustancias de diferente naturaleza quimica,
observd que las reacciones que intervenian en los procesos de carbonizacion y humificacion —tales
como las carboxilaciones, deshidrogenaciones y oxidaciones— quedaban definidas por las modi-
ficaciones de las coordenadas de los puntos en distintas zonas del gréfico. Encontré que la aro-
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matizacién de la MO de turbas o carbones se encuentra asociada a reacciones de deshidratacion
y desmetilacion o reacciones de deshidrogenacion. Observo, igualmente que el calentamiento pro-
ducia un efecto de aromatizacion de la MO, mientras que los procesos de oxidacion eran respon-
sables de emisiones de CO, y H,O. De esta manera, el grafico de Van Krevelen permite obtener
una informacioén preliminar de interés para conocer la proporcion de diferentes tipos de unidades
estructurales asi como de la naturaleza mas o menos aroméatica de las SH en estudio.

Pirdlisis/cromatografia de gases-espectrometria de masas (Py-GC/MS).

La pirdlisis es un método degradativo adecuado para el estudio de las sustancias organicas de
elevado peso molecular (Figura 15). Se basa en el calentamiento de la muestra a alta tempera-
tura (entre 500 y 700 °C) por un intervalo corto de tiempo y en atmdsfera inerte. De esta manera
se rompen las macromoléculas en constituyentes mas pequenos que pueden identificarse mediante
el estudio de sus espectros de masas, y/o por el tiempo de retencion tras la inyeccion de patro-
nes en un cromatografo de gases. La pirdlisis tiene la ventaja de romper facilmente enlaces tipo
éster, éter y uniones C-C. Ademas se emplea muy poca muestra, no requiere derivatizaciones
ni pretratamientos quimicos de la muestra original (Schulten y Schnitzer, 1993; Gonzalez-Vila et
al, 2002; Piedra Buena et al., 2009 a,b).

La pirdlisis de las muestras puede realizarse en un dispositivo Pyrojector (SGE Instruments) conec-
tado a un sistema de GC/MS Finnigan Trace GC Ultra asociado a un espectrometro de masas Trace
DSQ. El cromatografo se equipa con una columna capilar HP-1 (30 m x 250 pm), y el flujo de He
es ajustado a 1 cm® min™'. La temperatura inicial de 50 °C se alcanza en 1 min, luego se programa a
100 °C con una rampa de incremento de 30 °C min™, seguido por un incremento de 100 a 300 °C
con una rampa de 10 °C min"' y una fase isoterma final de 320 °C. Los productos de la pirdlisis de
los acidos humicos (pirolizado) se identifican a partir de los espectros de masas de los diferentes picos
separados por cromatografia. Se emplean librerias digitales Wiley, NIST (National Institute of Stan-
dards and Technology) y NBS (National Bureau of Standards), asi como espectros de masas publi-
cados en la bibliografia (Buurman et al., 2007; Nierop y Buurman, 2007). La estimacion del area de
los picos de los diferentes productos de pirdlisis se calcula en forma de abundancias absolutas, es
decir, ajustando la suma de las areas de todos €llos al 100% del area del cromatograma del ion total.

Pirolisis en presencia de agentes alquilantes (termoquimiolisis con hidroxido de
tetrametilamonio)

Por medio de este procedimiento (Challinor, 1991) la eficacia de la pirolisis se incrementa. Se
produce una hidrdlisis alcalina simultanea a la pirdlisis durante el calentamiento de la muestray las
moléculas liberadas se metilan en el propio cromatégrafo separandose en forma de metilésteres
(Martin et al, 1995). Esta técnica puede realizarse tanto, impregnando las muestras con compues-
tos alquilantes, normalmente se usa hidréxido de tetrametilamonio (TMAH), como “off line” reali-
zando la reacciéon en ampollas de vidrio cerradas a la llama y colocadas en el interior de un horno.
En este segundo caso, la reaccion se suele llevar a cabo a partir de muestras de 4 mg suspendi-
das en 25 L de TMAH (solucion acuosa al 25%) y desecando 12 h en un desecador al vacio a
temperatura ambiente. El producto resultante se transfiere al tubo o portamuestras de pirdlisis.
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Figura 15. Equipo de Pirdlisis Analitica (Py-GC/MS) de doble disparo (Double Shoot) y pirogramas de i6n simple (m/z 57
dobletes de alcanos/alquenos). Desorcion térmica (280 °C) derecha seguida de una pirdlisis (500 °C) izquierda.
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Si bien esta técnica supone bastantes ventajas respecto a la pirdlisis tradicional, introduce
cierta complejidad en la elaboracion previa de las muestras y ademas puede generar artefactos
durante la reaccion. Por ejemplo, se ha propuesto que puede dar lugar a reacciones Canniz-
zaro que darian lugar a acidos benecenocarboxilicos a partir de aldehidos aromaticos preexis-
tentes (Tanczos et al., 1977). Lo que si se ha observado experimentalmente es que los efectos
de la pirolisis en presencia de TMAH difieren de los de la pirolisis tradicional, parece dependiente
de la naturaleza de la muestra analizada y que en todos los casos produce mayor cantidad de
constituyentes alquilicos (metilésteres de acidos grasos...). Es posible que este fendmeno se deba
a una termoevaporacion temprana de estos compuestos en las fases iniciales de la reaccion
(Almendros et al., 1998).

Estudio de los productos de degradacién de los acidos humicos por GC/MS tras
degradacion por la via humeda

Dada la gran complejidad estructural de los acidos humicos y las distintas fuerzas moleculares
presentes en la matriz himica, el uso de un Unico método degradativo generalmente permite
identificar sélo una parte del total de la macromolécula. Se han descrito varios procedimientos
para degradar y caracterizar las SH (Stevenson, 1982). Cuando se emplean métodos suaves
(hidrdlisis con acidos minerales, K,S,Os, etc.) el porcentaje de productos liberados es extrema-
damente bajo, mientras que el empleo de métodos mas drasticos (H.O., KMnO,) rompe la mayor
parte de las macromoléculas en fragmentos tan pequenos (CO,, H.O, acido acético, acido oxa-
lico...) que aportan poca informacion estructural (Schnitzer y Khan, 1972; Martin et al., 1981).
Asumiendo estas limitaciones, se puede decir que el método ideal deberia ser suave, pero al
mismo tiempo capaz de proporcionar un alto nimero de compuestos de degradacion y minimi-
zar la formacioén de artefactos.

Oxidacion alcalina con permanganato

La oxidacion con permanganato es un procedimiento clésico para el estudio de la composicion
de los carbones, que fue utilizado con éxito en los suelos por su caracter enérgico (Ogner, 1973).
Transforma la practica totalidad del acido humico en productos solubles, si bien presenta rendimien-
tos limitados por el hecho de que gran parte de la muestra se transforma en CO,, H,O y otros pro-
ductos de bajo peso molecular sin especial valor diagnostico. Los resultados de esta técnica tam-
bién han sido objeto de controversias clasicas por su caracter enérgico, habiéndose indicado que
puede distorsionar las concentraciones de los distintos tipos de productos de degradacion (mayo-
ritariamente alcanos, acidos grados, acidos alcanodioicos, acidos fendlicos y acidos bencenocar-
boxilicos) produciendo degradacion selectiva de estructuras labiles, y la consiguiente concentracion
de las mas resistentes (Maximov et al., 1977). De hecho, se ha llegado a cuestionar que realmente
exista una proporcion significativa de acidos bencenocarboxilicos entre los constituyentes de las SH
ya que también podrian ser productos generados por esta técnica. Estudios posteriores demostra-
ron que los rendimientos de degradacion con permanganato potasico dependian en gran medida
de la temperatura. De esta forma se pueden obtener degradaciones completas a temperatura baja
0 ambiente que rinden mas productos de la serie alifatica (Alimendros et al., 1989).
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La oxidacion alcalina con permanganato se lleva a cabo en un reactor de dos o tres bocas
provisto de agitador magnético de teflon y colocado sobre un elemento calefactor. En una de las
bocas laterales se coloca un termémetro, en otra, un embudo de vertido con llave y en la boca
central un refrigerante de reflujo. Se utilizan 100-200 mg de acido humico (puede metilarse pre-
viamente para proteger los grupos oxigenados) disuelto o suspendido en 25 cm? de una solucion
de Na,CO; al 2%. La reaccion se lleva a cabo a 90 °C durante unas cuatro horas, durante las cua-
les se van anadiendo lentamente 70 cm?® de KMnO* al 4%. Terminada la reaccion, se neutraliza
la mezcla de digestion con HCl a pH=8, y se procede a destruir el exceso de permanganato aha-
diendo bisulfito sddico en polvo hasta la decoloracion de la solucion granate. La fase acuosa se
somete a extraccion con un solvente organico (acetato de etilo) en un embudo de decantacion,
o preferiblemente en un extractor liquido-liquido en continuo, durante 12 horas. La fase organica
con los productos de degradacion de la MO se deshidrata con sulfato sédico anhidro y se eva-
pora por destilacidon o evaporacion a presion reducida y finalmente se transfiere a un vial de unos
3-5 cm?® donde se deja evaporar totalmente en horno a 40 °C. Una vez frio se derivativa (metila-
cion o sililacion) para estabilizar los productos de degradacion y disminuir su punto de ebullicion,
lo que facilita la posterior separacion e identificacion por cromatografia de gases.

Degradacion con persulfato potasico

La degradacién con persulfato potasico (Martin et al., 1981) es un método de degradacion suave,
parcial que presenta ciertas caracteristicas en comun con las hidrdlisis con agua o con HCI 6M.
Se libera gran variedad de productos de degradacion que se pueden considerar, con cierto crite-
rio, como menos establemente unido a la estructura macromolecular de las SH y/o de mas reciente
incorporacion. Esta técnica deja, por lo general, un residuo sin degradar que puede representar
entre el 20 y 70% del material de partida y que puede considerarse tanto una porcion de SH de
estructura muy estable y no susceptible de degradacion por métodos suaves como, un producto
de condensacion secundaria de constituyentes no degradados por el persulfato potasico.

Para la oxidacion con persulfato se parte de 100-200 mg de acido humico o MO vy se intro-
ducen en un reactor de tefléon donde se afiaden 100 cm?® de una solucion concentrada de K,S.Os
(2.5%) y calentando 2 h a 140 °C. La reaccion también puede hacerse en un frasco de Pyrex
de paredes muy gruesas y tapén roscado, procurando que la capacidad del frasco deje suficiente
volumen vacio para permitir la concentracion de los gases a presion. Una vez frio, el producto de
reaccion se centrifuga o filtra y se pesa el residuo no degradado. La fase acuosa se somete a
extraccion con un solvente organico (acetato de etilo). Al igual que en el caso anterior de degra-
dacion con permanganato, el producto resultante, normalmente metilado, se separa y analiza por
cromatografia de gases espectrometria de masas.

Degradacion con oxido de cobre

La degradacion alcalina con oxido de cobre es un método especialmente indicado para la depo-
limerizacion de ligninas y produce compuestos aromaticos caracteristicos con sustituyentes
acidos, aldehidos o cetonas (Hedges vy Ertel, 1982). Al haber tres tipos de unidades fundamen-
tales en las ligninas (compuestos de tipos guayacil, siringil y para-hidroxibencil) se producen
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en total una docena de productos de degradacion a los que se hace referencia como los “doce
fenoles indice”. Se ha propuesto que la abundancia relativa de estos compuestos informan,
tanto del origen de la lignina (angiospermas, gimnospermas, gramineas, etc.), como de la pro-
porcion de enlaces intramacromoleculares y su grado de alteracion (desmetoxilacion y car-
boxilacion) en el suelo. Trabajos mas recientes demuestran el potencial de esta técnica para
desprender OH-acidos a partir de poliésteres en plantas y suelos (cutinas, suberinas), por lo
que también resulta una técnica adecuada para el seguimiento de la alteracion progresiva —dia-
génesis- de macromoléculas relativamente labiles, al menos en comparacion con la resisten-
cia a la degradacion que presentan las SH.

Para la oxidacion con CuO se parte de unos 50-100 mg de acido humico en un reactor a pre-
sion, generalmente se usa un cilindro de acero o latén con tapdn de rosca y receptaculo interno
de teflon. Se anade 1 g de CuO en polvo, 50 mg de sal de Mohr (que actua previniendo altera-
ciones de los compuestos en presencia de oxigeno) y 15 cm? de una solucion de NaOH 2M recién
hervida. El reactor se cierra preferentemente en atmdsfera de N, y la reaccion tiene lugar a 170
°C durante 3 horas en el interior de un horno. Terminada la reaccion, y una vez frios los reacto-
res, se centrifuga su contenido para recuperar la fase liquida con los productos de la digestion,
se lava una vez el residuo con soluciéon de NaOH vy se precipita con HCI hasta pH=2. Los pro-
ductos organicos se extraen en un embudo de decantacion con éter etilico libre de perdxidos
previamente conservado en presencia de sal de Mohr. El extracto organico se deseca con sul-
fato sédico anhidro para eliminar trazas de agua, se evapora por destilacion o concentracion a
presion reducida vy, tras la evaporacion final del solvente. Finalmente y para evitar oxidaciones o
condensaciones posteriores se procede a la inmediata metilacion o sililacion de los productos de
la degradacion y las muestras resultantes deben inyectarse a la mayor brevedad posible en el
cromatografo de gases.

Degradacion con perborato de sodio

El tratamiento de los acidos humicos con NaBO; transforma alrededor de un 40% del peso ori-
ginal en productos solubles en 2 horas y varios tratamientos sucesivos permiten la solubiliza-
cion total de la muestra sin producir un residuo condensado caracteristico de otros métodos
de degradacion suave (Almendros et al., 1987, 1992). La ventaja de este reactivo es que, en
presencia de &cidos, se desprende perdxido de hidrogeno de forma continua. De esta forma
el agente oxidante nunca se encuentra en exceso Yy, en teoria, no deberia producir excesivas
alteraciones de los productos que se van desprendiendo progresivamente de la macromolé-
cula humica. Los productos solubles liberados tras la degradacion se analizan por GC/MS y
permite interpretar los patrones de distribucion de las series alquilicas mayoritarias: alcanos,
acidos grasos, alcoholes y acidos alcanodioicos y de las series aromaticas: acidos fendlicos
y acidos bencenocarboxilicos.

La técnica de oxidacion con perborato es similar a la descrita para el persulfato sédico. Se
parte de unos 100-200 mg de acido humico, que es tratado, en el interior de un frasco de vidrio
resistente al calor con paredes gruesas y tapdn roscado, con 50 cm? de NaBO; al 5% (pH~10,7).
Tras calentar 2 horas a 140 °C, el &cido humico (completamente disuelto por el pH alcalino
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de la mezcla de digestion) se precipita con HCI 6M. Se obtienen un precipitado de acidos humi-
cos sin degradar y un sobrenadante con aspecto de acido fulvico, constituido por oligdmeros
y productos de degradacion solubles. El &cido humico precipitado se recupera por centrifuga-
cion y se deseca y la reaccion se repite 4 6 5 veces hasta la total desaparicion del residuo. Los
sobrenadante amarillentos se van acumulando en un frasco. Los productos solubles que pue-
den ser estudiados por CG/MS se extraen con acetato de etilo mientras que el resto de pro-
ductos de color amarillento se desecha, si bien pueden ser purificados y procesados por las
mismas técnicas que los acidos fulvicos (concentracion en carboén activo o resinas adsorben-
tes, elucion con NaOH 0,1M y paso por resinas de intercambio idnico para eliminar el Na-).

PROTOCOLOS EXPERIMENTALES SENCILLOS, A ESCALA DE LABORATORIO,
PARA LA SIMULACION DEL EFECTO DEL FUEGO SOBRE MUESTRAS DE SUELO O
SUS DISTINTAS FRACCIONES ORGANICAS

Simulacién del fuego en muestras completas de suelo

La simulacién de los efectos del fuego a pequefia escala presenta los problemas de tener que
decidir entre modificar la “intensidad del fuego” por medio de experimentos paralelos y secuen-
ciales en los que, o bien se calientan las muestras a temperaturas cada vez mas elevadas durante
el mismo periodo de tiempo, o se utiliza la misma temperatura durante periodos de duracion pro-
gresiva. También se podrian combinar ambas posibilidades, con lo que los problemas técnicos
de representatividad de los resultados se sumarian. Hay que tener en cuenta que, en experimen-
tos de corta duracion, el tamano, textura, forma y disposicion de las muestras es determinante.
A determinadas temperaturas puede producirse la quema excesiva en superficie mientras que
en el interior puede permanecer muy poco alterada. De hecho, la granulometria de la muestra es
importante y pueden obtenerse resultados muy distintos dependiendo de si se extiende la mues-
tra en una capsula o se amontona en el fondo de un crisol (Figura 16).

Después de haber ensayado diversos procedimientos para la transformacion térmica de mues-
tras de suelo, para la mayor parte de los experimentos elegimos el sistema mas sencillo y repro-
ducible; someter la muestra original a los efectos de una temperatura constante durante interva-
los de tiempo crecientes en un horno eléctrico de mufla. Pueden utilizarse intervalos sucesivos
de 20 segundos. Estos intervalos pueden elegirse de forma que resulten representativos de los
distintos grados de transformacion producidos por los incendios naturales. Intensidades bajas
simularia los efectos de los incendios de baja intensidad en los que se destruye la vegetacion her-
bacea o arbustiva y se alteran ligeramente los horizontes superficiales del suelo, sobre todo por
el aporte de biomasa quemada. Las muestras calentadas durante mas tiempo simularian los
incendios de alta intensidad, en que se producen pérdidas de MOS durante la combustion total
del bosque cuyos restos permanecen ardiendo sobre el suelo.

En condiciones de laboratorio, las muestras se depositan en capsulas de 100 cm? (8 cm de
diametro y 3,3 cm de altura) llenas de suelo tamizado a 2 mm, que se introducen en un horno
eléctrico precalentado a 1000 °C. La capsula es depositada sobre las puntas de un tripode meta-
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Figura 16. Experimento de calentamiento en horno eléctrico de muestras de suelo (temperatura constante a 350 °C,
tiempo variable) para estudiar cambios en la composicion de lipidos.

lico invertido que evita el contacto directo con el suelo del horno y se cubre con una tapa de
porcelana perforada para la entrada de un termopar introducido en el centro del suelo en el
crisol. Las capsulas deben mantenerse separadas de las paredes incandescentes del horno, en
nuestros experimentos se mantienen 11, 4,5y 3 cm, en cada una de las 3 dimensiones. En estas
condiciones los experimentos resultan satisfactoriamente reproducibles con respecto a la pér-
dida de peso y las temperaturas finales alcanzadas a la salida del horno, que en estas condicio-
nes nunca superaron los 650 °C. De forma orientativa, las muestras calentadas en estas condi-
ciones durante 20 segundos alcanzaron la temperatura de 100 °C en el centro del crisol. Las
muestras de suelo calentadas 2 minutos y 40 segundos alcanzaron los 400 °C en el momento
de extraerlas del horno.

Estas condiciones, y el efecto sobre el suelo, pueden compararse con datos descritos para
incendios naturales (DeBano et al., 1977) donde en la capa superficial se registran temperatu-
ras maximas a los 3-5 minutos del incendio y que alcanzan los 700, 400 y 250 °C en funcion
de la intensidad del fuego (alta, media o baja intensidad). A partir de 2-3 cm de profundidad estos
valores descienden a 200, 180y 100 °C, en tanto que por debajo de 5 cm las temperaturas regis-
tradas suelen ser inferiores a 100 °C.
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Simulacién del fuego en fracciones humicas aisladas

En este caso, y en experimentos en los que se persigue estudiar el efecto del fuego en una
fraccion organica aislada de suelo (materia ligera, acidos humicos, acidos fulvicos), se pueden
utilizar otros procedimientos mas adecuados para trabajar con material que, en general, se encuen-
tra disponible en poca cantidad. Las muestras a calentar son, por lo general, de pequefio volu-
men y se requiere mas control en las condiciones para conseguir resultados reproducibles.

Los experimentos de simulacion pueden llevarse a cabo en un horno tubular (porcelana)
con circulacion de aire, de oxigeno o aire libre de CO,, en cuyo caso el gas de salida puede apro-
vecharse para la medicion de diversos compuestos liberados, principalmente CO,. Las SH tritu-
radas y homogeneizadas a 0,1 mm son mezcladas con un sustrato mineral relativamente inerte,
como puede ser la fraccion comprendida entre 2 y 0,2 mm del propio suelo original, tras la extrac-
cion de las SH y posteriormente tratado con agua oxigenada para eliminar trazas de C. El calen-
tamiento de fracciones humicas sin mezcla con sustrato mineral no es adecuado para experi-
mentos de simulacién por ser poco representativo de las condiciones naturales y por presentar
resultados muy poco reproducibles. De forma alternativa, el calentamiento puede llevarse a cabo
en navecillas de 3 cm?® conteniendo 100 gramos de suelo libre de MO, y 100 mg de fraccion
humica purificada. En estas condiciones, se obtienen resultados reproducibles tras calentamiento
isotermo en un horno eléctrico precalentado a 350 °C, donde se introducen las navecillas durante
periodos comprendidos entre 60 y 120 segundos. En el Ultimo caso la muestra puede experi-
mentar una pérdida de MO superior al 50%, lo que ha de tenerse en cuenta cuando se nece-
sita disponer de cantidad suficiente de material para determinadas técnicas (p.ej. RMN) que requie-
ran muestras relativamente grandes (> 100 mg).

CONCLUSIONES

En este capitulo se revisan métodos, técnicas y protocolos empleados en la caracterizacion de
la MO total y sus fracciones normalmente presentes en los suelos, con especial referencia a su
utilidad para las investigaciones dirigidas al conocimiento de los efectos del fuego sobre la
MOS vy las correspondientes sustancias de tipo huimico que en él se encuentran.

Se resalta la importancia de las técnicas para la caracterizacion molecular de la MO (espec-
troscopia visible, analisis elemental organico, degradacion quimica por la via seca o humeda)
por cuanto informan sobre modificaciones cualitativas en la MO. Por su parte, los cambios
cuantitativos (contenido en las distintas fracciones organicas (acidos humicos, acidos fulvi-
cos y huminas) debidos al fuego suelen ser muy dificiles de interpretar y varian en funcién, no
so6lo de las caracteristicas del fuego vy tipo de incendio, sino de otras muchas variables como
el tipo de suelo, vegetacion y orografia. Por otro lado, el fuego produce materiales carbonosos
resistentes a la oxidacion, precisamente es la oxidacion de la MO la base de las tecnologias
para la cuantificaciéon de la MOS. Otro factor afiadido deriva del hecho de que el fuego pro-
duce cambios en las propiedades de solubilidad de la MO y a que diferentes fracciones de
MOS se definen precisamente por los valores de pH a que pueden disolverse. Por efecto del
fuego los acidos fulvicos pueden pasar a formar parte de sustancias del tipo de los acidos
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humicos y éstos a su vez pueden transformarse en huminas o en formas de alto grado de car-
bonizacién y conocidas como “black carbon”. Por todo ello, la caracterizacion de las estruc-
turas organicas, mas que la valoracion cuantitativa de las diferentes fracciones del humus,
resulta imprescindible para una descripcion valida del impacto del fuego, de las repercusiones
ambientales que producen los diferentes tipos de incendios y para el seguimiento de la evo-
lucion de los suelos afectados por los incendios.
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