Capitu

Antecedentes y

Objetivos.

1.1.- Sustancias himicas.
Las sustancias humicas (SH) son los
principales componentes de la materia

organica en el suelo, las

aguas
naturales y en los depédsitos geolégicos
organicos tales como los sedimentos
marinos, las turbas, el lignito y las
lutitas. Las SH son las responsables
del color marrén caracteristico de
restos vegetales en descomposicion y
contribuyen al color marrén o negro
en la superficie del suelo. Son las
principales componentes de la materia

(MO) en las aguas

superficiales y en concentraciones

organica

mas altas pueden impartir un color

marrén oscuro, sobre todo en

estanques de agua dulce, lagos y
arroyos. En la hojarasca y en los
materiales compostados (compost), el
color puede ser amarillo-marrén a
negro, dependiendo del grado de
descomposicion y la concentracion en

la que se encuentren.

Las SH son componentes muy
importantes en los suelos que afectan
a sus propiedades fisico-quimicas y
su fertilidad. En

mejoran sistemas

acuosos, como rios, las SH
constituyen alrededor del 50% de la
materia organica disuelta (MOD)
controlando el pH de estos medios, por
su capacidad reguladora del pH (ver
esquema 1.1). En los sistemas
terrestres y acuaticos las SH afectan
la quimica y la biodisponibilidad de
los elementos quimicos, asi como el
transporte y la degradacion de
xenobibdticos y compuestos organicos
naturales. Las SH intervienen en la
productividad  biolégica de los

ecosistemas acuaticos, asi como

también en la formacion de
subproductos de desinfeccion durante
el tratamiento del agua. Las SH son
mezclas

complejas y muy

heterogéneas de materiales
polidispersos formados por reacciones

bioquimicas y quimicas durante la
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Esquema 1.1.- Diferentes fuentes de sustancias htmicas.

descomposicion y transformacion de

materiales vegetales, restos
microbianos (en un proceso
denominado humificacién). La lignina

y sus productos de transformacion,
asi como también los polisacaridos, la
melanina, la cutina, las proteinas, los
lipidos, los acidos nucleicos, entre
otros, son componentes importantes
que participan este

en proceso.

Las SH en suelos y sedimentos se

pueden dividir en tres fracciones
principales, en funcibn de su
solubilidad: acidos humicos (AH),

acidos falvicos (AF) y huminas. Los AH
y AF son extraidos del suelo y otras

fuentes en fase solida utilizando

soluciones alcalinas de NaOH, KOH,

urea, pirofosfato. Los AH son
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insolubles a pH bajo, y se precipitan
por adicién de acido fuerte (ajustando
el pH a 1 con HCI). La humina no
puede ser extraida, ya sea con una
base fuerte o un acido fuerte.

Las SH acuaticas sélo contienen AH y
AF, estos componentes en general se
eliminan del agua al reducir el pH a 2
y al adsorber ambos componentes en
una columna de resina adecuada. Los
AH y AF se extraen de la resina con
una base fuerte y wun posterior
descenso del pH hasta alcanzar el
valor de pH 1, para precipitar los
AH. La separacién con una columna
de resina adecuada se utiliza también
para separar los AF de los materiales
no humicos (aminoacidos, péptidos,
extraidos de los

azUcares, etc.)
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suelos. A bajos valores de pH los AF
son absorbidos en la resina, pero los
materiales no hiimicos pueden pasar a
través de la columna.

Las SH son altamente reactivas

quimicamente resistentes a la

y
biodegradacién. La mayor parte de los
datos de AH, AF y huminas se refieren
a las propiedades y estructuras
promedio de un gran ensamble de
componentes de estructura y peso
molecular diversos. Las propiedades y
de

determinada muestra de SH dependen

la  estructura precisa una

de la fuente de agua o suelo y las

condiciones especificas de la

extraccion. Sin embargo, las
propiedades promedio de AH, AF y
huminas que provienen de fuentes
diferentes son muy similares.

Un aspecto importante a tener en

cuenta en el estudio de las SH es el
conocimiento  detallado de sus
tamanos moleculares, ya que este
parametro permite entender sus

propiedades fisicoquimicas y su rol en
el medio ambiente.

Los conceptos tradicionales originados
de las observaciones de elevados pesos
moleculares [1,2], postularon que las
SH estaban compuestas por
macromoléculas poliméricas [3]. Sin
embargo, la evidencia recopilada
durante la ultima década sobre una
base de una amplia gama de técnicas

proporciona una nueva vision [4]. Este
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punto de vista alternativo indica que el
elevado peso molecular de las SH es
sélo aparente y resulta, mas bien, del
auto-ensamblaje de fracciones
organicas relativamente pequenas y
de

supramoleculares

heterogéneas dentro grandes
especies
estabilizadas por fuerzas de dispersion

débiles, como se ve el esquema 1.2 se

forman sistemas microheterogéneos
[5].

Las mismas interacciones que
promueven la asociacion

supramolecular también conducen a

la formacién de agregados de SH del

tipo micelas-micrométricas, en los
cuales una organizaciéon intra o
intermolecular  produce dominios

interiores hidrofébicos separados del
entorno acuoso por capas externas
hidrofilicas [4,5,6]. Los valores de la
concentracion micelar critica (cmc)
dependen de parametros tales como el

pH, la temperatura y, la naturaleza de

las SH. Recientemente, se ha
demostrado que en el interior
hidrofébico de las SH, las

concentraciones de Oz(alAg) son de 2 a
3 ordenes de magnitud mas altas que
[7].

que

en la solucién En esta linea,

Hassett propuso la materia

organica disuelta cromoférica actua
como un microrreactor, el cual podria
facilitar la de

degradacion un

contaminante por ponerlo en estrecha
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asociacion con el Oj(alA,) producido
fotoquimicamente [8].
Esquema 1.2.- Microheterogeneidad

de

htimicas.

los sistemas agua-sustancias
Esquema adaptado de la

referencia [7].

Microfase

de materia Corona Fase
organica RNt acu?:a A
disuelta mayoritaria
F it 1/ i
Radio
0,6-1,3nm 250nm

1.2.- Seguimiento del proceso de

compostaje mediante diferentes

técnicas.
Los residuos soélidos urbanos y
agropecuarios (domiciliarios, de

mataderos, de granjas, estiércoles, de
la produccion de aceite de oliva, etc.)
constituyen un gran reservorio de MO.
Sin embargo,

no pueden usarse

directamente para enriquecer a los

suelos, sino que deben ser
previamente tratados a través de
procesos adecuados como el

compostaje y asi obtener una MO
estabilizada y madura (humificada). El
proceso de compostaje consiste en un

proceso de degradacion biooxidativo
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controlado de los residuos iniciado por

los microorganismos presentes,
obteniéndose como productos finales
CO.,

minerales y materia

agua,
organica estabilizada (compost) libre
de fitotoxinas y apta para su empleo
en suelos agricolas sin que provoque
efectos adversos. En este sentido, este
tipo de tratamiento ha sido aplicado a
escala piloto y de planta con residuos
[9,10], [11]

industriales [12]. La aplicacion de este

urbanos agricolas e
tipo de tratamiento resulta benéfica
siempre que el compost obtenido esté
libre de contaminantes. Por lo tanto,
dependiendo del origen de los residuos
organicos tratados, es relevante el
monitoreo de las SH cuantitativa y
cualitativamente, durante el proceso
de [13]. Este

puede seguirse mediante el empleo de

compostaje proceso

diversas técnicas, como el analisis

elemental y las espectroscopias UV-Vis

y FTIR [14,15]. La técnica de
fluorescencia  también ha  sido
ampliamente utilizada para

caracterizar a la MO en sistemas

acuosos [16] y a las SH [17-19].

1.3.- Experiencias de laser flash-
fotolisis de sustancias humicas.

La técnica de laser flash-fotolisis (LFP)
puede ayudar en la identificacion de
de

informaciéon mecanistica sobre

intermediarios reaccion y da

las
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transiciones electronicas involucradas
[20]. En la literatura se han realizado
varios estudios de LFP con SH. Fischer
y col. [21] (Aexc = 350 nm) emplearon
SH de distintos origenes y observaron
por absorcion dos componentes: uno
con un maximo de absorbancia a 475
nm con un tiempo de vida en el orden
de los microsegundos y otro con
maximo de absorbancia a 700 nm,
atribuido al electron solvatado. Se
observd desactivaciéon dinamica por
oxigeno molecular del transitorio con
Amax 475 nm (kg 108 M-1s-1).
Desactivadores con energia de triplete,
Er > 57 kcalmol!
de

mostraron una
combinacion desactivacion
dinamica y estatica. Estos resultados
sugirieron que el transitorio tiene
cierto caracter de triplete.
[22] (Aexe

AF

Power y col. 355 nm)

emplearon Mossy  Point

y

observaron 4 especies transitorias.

Una de ellas con Amax 675 nm y
tiempo de vida de 1us a pH = 7 que fue
al El

475

atribuido electron solvatado.

segundo componente con Amax
nm y un tiempo de vida de 1-10 ps fue
asignado a un radical cation sobre la
base de su aparicion conjunta con el
electréon solvatado a 20 ps después del
pulso del laser. El tercer componente
con un espectro de absorcién sin
estructura y un tiempo de vida > 100
us fue asignado a tripletes de AF. La

cuarta especie transitoria con un
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tiempo de vida de 50 ns no fue
identificada.

Chaikovskaya y col. [23] realizaron
experimentos de LFP con una mezcla
natural de AH y AF en soluciones
acuosas 0,1 mol L' de NaOH.
Experimentos con Aexe = 520 y 470 nm
resultan en la formacion de tripletes

630 nm

=

con una absorcién con Amax
y tiempos de vida de ~ 0,15 ms en
ausencia de oxigeno. Para Aexc = 337 y
390 nm encontraron tripletes con
tiempos de vida de aproximadamente
0,1 y 2 ms, y espectros de absorciéon
con maximo a 570 nm. Lang y col. [24]

(Aexe 308

nm) realizaron

experimentos de LFP con AH Aldrich y
encontraron tres transitorios: el
transitorio 1 con un tiempo de vida de
100 ns electron

< al

asignado
solvatado, el transitorio 2 (Amax = 440-

450 nm) con un tiempo de vida de 2
de

cationes.

ms, independiente oxigeno,

asignado a radicales El
transitorio 3 de tiempo de vida mayor
es una mezcla de tripletes de SH.

Mas recientemente Sul’timova y col.

[25] mediante LFP (Aexc 337 nm)

investigaron los transitorios formados
de AF.

Asignaron las especies observadas a

en soluciones alcalinas

tripletes.
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1.4.- Energias de triplete de las
SH.

Zepp y col. [26] determinaron la
distribuciéon de energias de tripletes en
de de AH
irradiacién policromatica

Estos

una serie muestras

empleando
artificial y solar. autores
encontraron que la distribucion era
ancha y se centraba alrededor de 250
kJmol-!, de acuerdo con el intervalo de
energias de triplete de cetonas
aromaticas y quinonas [27].

Bruccoleri y col. [28,29] emplearon las

técnicas de dicroismo magnético
circular y fotoacustica para
determinar energias de triplete y
rendimientos cuanticos de AF,

encontrando energias de triplete entre
167,6 y 213,7 kJ mol-! y rendimientos
de triplete (medidos en el intervalo de
pH entre 2,5-9) entre 0,3 y 0,8 para
los AF Point Armdale y Laurentian,
con diferencias de energia singulete-
triplete, AEst, de alrededor de 29,3 kJ
mol-l. Estos valores se aproximan a los
determinados experimentalmente para
cetonas n,n*, mientras que para
estados 7,m*, son usualmente > 125,7-
167,6 kJ mol-l. Asi, cuando se emplea
excitacion en el UV cercano, el valor
de AEsr medido para los AF es similar
al de quinonas y cetonas aromaticas y
corresponde a estados n,n*. A estos
sistemas se les asocian altos
rendimientos cuanticos de triplete.

Estos autores afirman que a bajos
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valores de pH o alta fuerza i6nica la

ruta fotoquimica principal es la
formacion del triplete. Bajos valores de
pH y fuerza idnica alta favorecen el
enrollado (coiling) y la agregacion de
SH,

repulsiones electrostaticas que causan

las por desfavorecer las
la extensién de las moléculas.

El fraccionamiento de la muestra del
AF Laurentian indica que los tripletes
estan mas asociados con los
componentes de menor peso molecular
presente en la muestra. Este resultado
correlaciona con la observacion del
aumento de Iluminiscencia en las
fracciones de menor peso molecular.
la fotoionizacion

Por el contrario,

parece ser menos sensible a la

variacion del peso molecular.

1.5.- Influencia de las sustancias
humicas en el crecimiento del
fitoplancton marino: Diatomeas y
dinoflagelados.

En los estudios de Prakash & Rashid
[30,] se demostré que las diferentes
de SH

separacion con Sephadex ejercen un

fracciones obtenidas por
efecto estimulante en el crecimiento
del fitoplancton marino y este depende
a su vez del tamano de las fracciones
humicas. Independientemente de su
origen, las fracciones de menor peso

molecular de los AH y AF mostraron
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tener una respuesta de crecimiento
maxima, y para las fracciones de
mayor peso molecular observaron que
el efecto era menor o no estaba
presente, e incluso detectaron un
efecto inhibidor sobre el crecimiento
de dinoflagelados marinos. Prakash
31]

cuando se estudid la influencia de las

observo tendencias similares
SH en el crecimiento de diatomeas
marinas, las fracciones de menor peso
molecular ejercen en general un efecto
estimulante mayor que las fracciones
de peso molecular mas elevado. Droop
[32] no solo observé que el crecimiento
de S. costatum se duplicé cuando se
adicionaba a un medio de cultivo
sintético una fraccion de “humus” de
suelo, sino que también, al igual que
Prakash [31], reporté6 que todas las
fracciones obtenidas con Sephadex
eran mas eficientes que el material
original (sin fraccionamiento).
Una caracteristica comun en los
estudios de Prakash [31] es que la fase
exponencial en la curva de crecimiento
para los cultivos de diatomeas se
prolonga por la adicion de pequefas
cantidades de determinadas fracciones
de AH y AF. La adicion de SH puede
dar lugar a una permanencia de las

células en un estado de crecimiento

activo.
El grado relativamente alto de
estimulacion del crecimiento de

fitoplancton por las fracciones de bajo
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peso molecular de AH y AF puede
estar asociado a una respuesta de
sensibilizacion directa de las células, a
una respuesta de quelacion indirecta,
o a ambos factores. Tanto los AH como
los AF pueden penetrar en la célula
vegetal y el grado de penetracion
depende del tamafio molecular de las
distintas entidades [33]. Las fracciones
humicas de bajo peso molecular
tienen alta acidez total y un gran
de

responsables

nuamero grupos  carboxilicos

de su capacidad de
retencion de metales. De acuerdo a lo
observado por Rashid [34], la fraccion
de menor peso molecular tiene una
capacidad de formacion de complejos
metalicos de 2 a 6 veces mayor que
cualquier otra fracciéon y la capacidad
quelante disminuye con el aumento
del peso molecular, lo que podria
explicar por qué fracciones de bajo
peso molecular son mas efectivas en la
del del

fitoplancton. También es posible que

estimulacién crecimiento

las diferencias en la composicién
elemental de las fracciones de menor y
mayor peso molecular sean las
responsables de las diferencias en sus
propiedades  biolégicas. En los
experimentos de Rashid y Prakash[35]
para las fracciones de AH y AF de
Laminaria y Fucus se observé un
aumento en el contenido de carbono y
nitrégeno y una disminuciéon en el

contenido de oxigeno con el aumento
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del peso molecular. En relaciéon con
esto, Prakash y col. [31] proponen que
de 14C,

incremento en el contenido de clorofila

la mayor absorcion el

y la mayor concentracion final de

células obtenidos para sus

experimentos pudieron deberse de
manera indirecta a una mejora en el
medio de cultivo al haber un mayor
efecto quelante de metales. Por otro
lado, la inhibicién del crecimiento por
en altas

la adicion de humicos

concentraciones se puede explicar
la
de

quelante puede hacer que los iones

también por un efecto sobre

quelaciéon, ya que el exceso
esenciales para las algas no estén
[36]. El de

concentracion de las SH en el cual

disponibles valor la
comienzan a ejercer un efecto de
del

depender del compuesto en particular

inhibicién crecimiento parece

las especies utilizadas en los

y
ensayos.

Otros mecanismos diferentes a la
quelacion pueden estar involucrados,
sin embargo, aun tendrian que ser
dependientes de la concentracion. La
inhibicion del crecimiento a altas
concentraciones de SH también se ha

atribuido a la absorcion selectiva de la

luz, al impartirle un mayor color
amarillento a la solucién, lo que
resulta en la reduccion de Ila

fotosintesis [31].

19

Las respuestas de crecimiento de
diatomeas (Fucus y Laminaria) donde
se utilizan como aditivos al medio de
cultivo extractos huimicos dependen de
la concentracién, siendo las fracciones
de AH en general mas estimulantes

que las fracciones de AF [31]. Esto

también se observo para
dinoflagelados [30] donde los AH
generaron una respuesta de

crecimiento de aproximadamente el
doble respecto a las de AF.

No queda duda de que las SH pueden
del

fitoplancton marino, a pesar de que el

estimular el crecimiento

modo por el cual se produce aun no

esté del todo claro.

1.6. Objetivos del Trabajo de

Tesis.

Los objetivos de este trabajo de tesis

Son:

de

compost y sedimentos marinos

Extraer dcidos htumicos

para una posterior

caracterizacion.

Caracterizar mediante técnicas

resueltas en el tiempo las

especies quimicas generadas
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v

por fotolisis de sustancias

humicas.

Estudiar la reactividad de las
sustancias humicas con

radicales inorgdnicos oxidantes.

Plantear los mecanismos de
reaccioéon involucrados en los dos

objetivos anteriores.
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v'  Estudiar el rol de las sustancias

hiumicas en el crecimiento de
algas benténicas aisladas del

medio ambiente.
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