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I.1l. Ideas generales sobre la materis himica del suselo

Ie materis . orgénica delsuelo, el Humus, se'puede
considerar formada por los residuos y sustanclias kuertas,
vegetales y enimales que se encuentran en el suelo 8 so-
bre &1, sometidos & un proceso continuo (quimice o bioqui-
co) de destrucci&n,'transformacién’y nueve formecidn.

Este concepto abarca por lo tanto la totalidad de
las sustencias orgdnicas del suelo, incluso los microorga-
nismos, pequefios animeles y raices. Sin embargo las susten-
cias vivas representan solo une pequeifia parte de eae'total,

El papel del humus en el éuelo es de gran importan-
ciae El humus es uno de los agentes que intervienen en ma-
yor gredo en la determinacidén de la fertilided del suelo,
en la movilizacién de coloides inorgénicos,’an le retencién
de agua, en la adsorcién de bases y, en fin, en el conjunto
de caracteres del suelo que definen su tipologla ¥ clasifi-
cacién. '

Is influencia del Humus en las plantas es tembien
significativa. Al principio, seg@n las teorias de Liebig,’

se consideraba imposible la absorcién de sustencias orgéni-



cas a través de las raices de las plantas. Hoy estd proba~
do, por diversos autores que tanto las plantas heterdtrofas
como las autétrofas toman del suelo no solo compuestos orgd-
nicos de bajo peso molecular, sino tambien,&e alto peso
molecular que son posteriormente transformados. Para algu-
nos autores ( 18) el Humus es una reserva de alimentos pere
las pl&ntaé.

,‘ Ia lieteria Orgdnica del suelo o Humus, es una mezclse
de muchos y diferentes compuestos. Ya desde los primeros
trabajos de Shorey y Schreiner (76 ) Be €onocen una'gnan
cantidad de dichos compuestos. |

Entre otras se han extraido del suelo y han sido
bien comprobadas las siguientes sustancias:

Compuestos elifaticos:
Hidrocarburos
acidos: acetico, oxalico, lactico, malonico, o
trico, monohldroxiesteérlco, dihidroxieateérioo,
acrilico, croténico, etc. | ,
amides y amines: urea, trimetilemina, colina)
creatina,

Compuestos aliciclicos: estearina, dcido inositofosfé-
rico.

Compuestos aromdticos: aldehidos, dcidos y productos de
degradacién de la lignina,

Compuestos heterocfclicos: 4cidos piridincarbénico, piri-
midina, purina. |

Acidos grasos y fosfétidos

Hidretos de carbono: hexosas, pentosas, metilpentosas,
dcidos urénicos, hexoseminas, polisacaridos.

Aminoacidos y proteinas

Acidos nucleinicos

Vitamines

Antibidticos.



Debe sefielarse, sin embargo, que algum%s éé'aatasv
sustenciasg, por ejemplo los dcidos nucleinicos; 8e  encuen=—
tran en el suelo solo en cantidades muy pequeflas.

- las sustancias que integran el humus se han reuni-
do en dos grupos: materie himice y materia no himica. Den-
tro de este Gltimo grupo se engloban todas las cifadas an-
teriormente. |

Se incluyen en la meteria hiémica, las sustancias
coloreadas emarillas, pardas y hasta negras, de caracter

dcido y peso mo&ecular relativamente alto. (En esta defi#

nicién no estdn incluidas otras sustencias coloreadas, co-
mo carbon, melemine, melenoidine, productos de polimerizea-
cién de fenoles y quinonas, productos de hidrolisis de pro-
teines € hidratos de carbono, etc.). las materias himicas
son relativamente estables y repressntan nds del 50 % de
las sustancias orgdnicas del suelo. Al éontrario derlaa
proteinas e hidratos de carbono, son estables a la accién
de los wmicroorganismos. )

Se sabe poco Sobre la constitucién quimica de 1a
materia himica, una de las sustancias naturales peor cono—
cldas hasta la fechsa. | |

Ie materia himica se encuentra en el suelo en in-
timo contacto con los restantes componentes de'éété, por
lo que no existe enhestado completamente libre en cantidades
apreciables, No puede extreerse del suelo con agua,\pero sl
por la accién de diversos agentes que desplazen los catio—
nes polivalentes; por ejemplo, dcidos, dlcelis, agentes
formadores de complejos, etc. Incluso deSpuésfde la,exiéae—
éién, es dificil obtener la materia himica libre défimpure— '
za8 inorgdnices (arcilles, sesquiéxidds, sflice) u orgéni-

cas (hidratos de carbono, proteinas). De aqui que las di-
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ferencias que existen entre la mmteria himica ext;f*aidﬁ de
suelos diferentes no se deben 8olo a la distinta 'naturalezar;
de aquelle sino que dependen en gran parte de la del reetow
de los otros constituyentes del suelos

En tanto que las sales de la materia hémica con los
cationes monovalentes son solubles, la solubilidad de la
meteria himica 1libre depende en gren parte de su peso mo—
lecular. De aqui que solo las fracciones de mas bajo peso
molecular (los llamados 4cidos fulvicos) sean francamente
solub les,.

Segun Flaig (3,), parece evidente una wién Intima
entre los coloides minerales del suelo y la materia himica,
por lo que una separacién total de ambos constituyentes re-
sulte dificil, Este hecho estd relacionado probablemente
¢on la dificulted que presenta la extraccién de una pafte
de la materie hémice, le humine, |

En suelos £cidos, tales como los Podsoles, la mate-
rie himica se encuentra principalmenté como humato de hie-
rro y aluminio, en tanto que en suelos de alto contenido en
celcio, existe al estado de humato cdlcico. Parece por ello
gque algunas de las propiedades fisicézs de le materia hémice
vienen influenciade por le naturaleza del catién saturante
( 10)e

El primer problema que se presenta al traté.r de e~
tudiar la materia himica de suelo, es el de en_extraccién.
Un buen método de extraccién de la materia himica debe de
cumplir los requisitos siguientes: 1) poder se‘rA eplicable
8 todos los tipos de suelos con el fin dé hacer e;sfudios _
de compsracién, 2) inalterebilided de la materia hémice ex—
treida, 3) pureza de los extractos, ¥y 4) deybe asegurar une
extraccién complete de todas las frécciones represent ativas

de la materie hfmica.



Le primera condicién indicada es la'causa‘principal
de gque se hayan propuesto y empleado muéhos agentes”dé eXx~
traccibén. Entre otras causas la estrecha relacién é:itre le -
meterie bimica y la fraccién mineral del suelo y la’disfin—
ta naturaleza de este en suelos diferentes dificulta la
aplicacién de un determinado agente de extraccién a todas
las clases de éuelos. .

Mayores aun son las difioﬁltades en cuanto & la se-
gunde condicién expresada ya que, debido & que al menos du~
‘rante el proceso de la extraccién y & su notable labilidad,
la materia himica es ligeramente hidrolizade, oxidada, de-
carboxildda y condensada. El tercer punto es una cuestién-
discutide pues mientras algunos autoree opinan que determi-~
nados elementos y compuestos son constituyentes de la ma-
teria himica otros los consideran como impurezas (tal es
el caso del nitrégeno), Por 1lo que respecta & la cuarta
condicidn mencionada - en cuanto que una extrac—
cién completa lleve implicite el empleo de agentes nés
endrgicos, a causa de lo cual la materia hfmica no puedev
ser extraida por ello de una menera inalterada;,

Existen wa gran cantidad de agentes extractores,

los cuales se exponen en la table siguiente (69) g



Agentes alcalinos

Hidroxidos alcalinos: hidréxido sédico, hidréxido potédsico,
hidrdxido aménico.

Sales alcalinas : Carbonato, acetato, tetraborato, fosfato,
sulfito. |

Disolventes orgénicos: Piridina, trietanolemina, etilendie-

mina.

Agentes neutros

Sales alcalinas: Fluoruro, oxalato, fosfato, tartfato,
selicilato, citrato, lactato, formiato, acetato,
fosfato condensado, malonato.

Soluciones acuosas de : hexametiltetraamine, urea.

Formadores de quelatos: acetiacetona, cupferron, oxina
en acetonsa,

Disolventes orgdénicos con grupos — 0 - b =N -

Dioxen, tetrahidrofureno, dimetilsulfoxido, forme-
mida, dimetilformemida.

Agentes dcidos
Acidbes inorgénicos: clorhfdrico, fluorhidrico

Acidb®s orgénicos : férmico, salicilico, benzoico, acético

citrico y oxélico.



Los agentes alcalinos han sido los mds usados, ya
que son los que e Xtraen mayor centidad de materia hémica dal
suelo. Sin embargo, es bien conocido que estos agentes de

extraccidn son los que mds alteran la materia himica, al
mismo tiempo que extraen uma gran cantidad de materiales

no himicos, tales como lignime, polisacaridos.

El empleo de agentes neutros o debilmente alcali-
nos hen sido tembien muy estudiados (5,15,11,21,26, 83 )
pero son menos efectivos que los hidroxidos alcalinos; su
poder extractante puede aumentarse por pretratamientos del
suelo con dcidos (ClH, C1lH/FH) con el fin de destmnuir la
unién de la materie hémicae con la fraccién inorgénica de
aquel. Como las sales alcalinas de las diversas fracclio-
nes de le materie hiémica, con excepcién de las de alto pe-
so molecular,son solubles a pH comprendido entre 7 y 8,
une gran parte de aquellas pueden extraerse con tal que
se hayan eliminado anteriormente los cationes polivalentes.

Se han usado tambien algumos agentes orgénicos de
extraccién, en especial mezclados con algo de agua (21,1 ).
Su empleo, #in embargo, no es recomendable ya que al mismo
tiempo extraen muchos materiales no himicos.

Ias impurezas que generalmente acompafien a le me-
teria hémica al ser extraida del suelo son de dos tipos:
inorgdnicas y orgdnicas,

Pai-a eliminar las primeras (sales, sexquiéxidos,

gilice, arcilla) no existen grandes problemas. De hecho el

contenido en cenizae se puede rebajar & menoe de un 2 %
mediante la combinacién -de diferentes métodos, tales como
electroforesis, precipitaciones sucesivas, centrifugacionm,
pretratamientos del suelo con &cidos, empleo de resines cam-
biadoras de cationes, etc. Mediante estos tratemientos se
han obtenido & veces fracciones de la materia himice total-

mente iibres de cenizas,



orgénicas~que’acompaﬁan e las materias hﬁmicas,‘pusde divi-
dirse en dos partes:

le, Por lo que se refiere a la eliminacién de grasas
¥y resinas, las cuales pueden reconocerse inmediatamente, y
que pueden ser eliminadas mediante extraccién con diferentes
disolventes orgdnicos o bien durente las menipulaciones
parea eliminar el agente extractor empleado.

29, Por lo que respecta a hidratos de carbono y
proteinas, Forsyth (36) he separado hidratos de cerbono de
decidos fulvicos medliante la absorcién en carbon actives ¥y
Roulet ( 64) he conseguido reducir el contenido en hidratos
de carbono en la fraccién de dcidos fulvicos de un suelo
no podsélico desde w 25 & uwn 5 %. E1 mismo autor por ebsor—
cién en columnas de celulosas y sulfometilcelulosas hs con—
seguido bajar el contenido en nitréganb en gran proporcidn,
Ruchti ( 65) ha obtenido mediante resinas de cambio wne frac-
cién de bajo peso molecular totalmente libre de nitrégehOo"
Sin embargo no se ha conseguido de momento un método espe—
cifico para eliminer completamente los hidratos de carbono -
y las proteinas.

Respecto & otras impurezas orgénicas, tales como lig-
nine y taninos, so0lo se ha conseguido haste la fecha obtener
fracciones de maferia hﬁmioa donde estas impuresas se concen-—
tren, en tanto que otras fracciones se encuentran libres de
ellas.

Por lo que se refiere al fraccionemiento de la ma-—
teria hiémica, los diversos criterios esfén basados en la so-
lubilided a distintos pH; precipitacién como sales de catio-
nes polivalentes; absorcién sobre columnas de carbon, celu=
losa, dxido de eluminio, etc. j cromatografia, resinas de
cambio, peso molecular, etce El valor de los diversos mé-

todos dewfraccionamientos es muy relativo, & pesar de lo
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cual y desde los primeros estudios sobre. humus se han gé-
nerelizado diferentes tipos de fraccionamientos y clasifi-

ceciones, la mds comun de las cusles se expone a continua-
cién

Humus

Materia hiémica ' Materia no hiémice

dcidos fulvicos dcidos hiémicos
dc. himicos pardos y grises
‘8olubles en NaQH diluida
Solubles en NaOH concentrada

Solubles en 4cidos insolubles en écidos

El estudio de 1a materia,hﬁmica se ve dificultedo
por la imposibilided no superade hasta la feche de reali-~
zar su obtencidén a partir de monomeros. Algunas de sus pro-
- piedades nos permiten, sin embargo, obtener cierto conoci=-
miento sobre su estructure y configuracién., En este sentido
su comportamiento frente a las membranas de diaslisis indi-
cen gue se comporia como un sistema cololdal; su dificil
solubllidad en diferentes disolventes orgénicos estd de
acuerdo con wma estructure macromolecular; se conoce esimis—
mo su mturaleze redox; foruwe complejos con metales pesados
vy estd ligeramente decarboxilada.

Por medidas de la viscosidad especifica y de la
viscosidad relativa se ha llegado a la conclusién de que
le materie himice estd formade por coloides esférivos.(32 do

El estudio de las fotografias eleétronmiéroscépicag
ha’demostrado que el temafio de las particulas corresponde
a un didmetro del orden dev60-80 %, valor que concuerda

con el obtenido por Jung (43), que mediasnte la sorcién de
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meterie himica en particulas de montmorillonita .de tamafio
conocido, halld un didmetro de 80 X'aproximadamente‘

Asimismo, por medidas de difusién, Scheele ( g7)
llegé a la conclusién de que el tamafio de las particulas
es del orden ya indicadoe.

Durante los primeros afios de lea investigacién de
le materia himica, se obtuvieron pesos moleculares muy ba-
jos, que no correspondian con otras propiedades ye conoci-—
das de esta sustencia, como solubilidad, densidad éptica,
andlisis elemental y acidez, todes las cuales, estd demos—
trado, se encuentren en relacién con el peso moleculars
Sin edmrgo nuevos métodos de determinacién del peso mole-
cular ( 68, 3, 61, 79,51 ) den unos valores que Se eX-
tienden desde 2.00C para las fracciones solubles en eter
haste 300.000 pera los dcidos himicos. El llemado peso mo-
lecular medio varia entre 3,000 y 50.000, existiendo pues
bastente espacio para encajer le variacién de las propieda-
des correlativas.

Todags las propiedades mencionadas de la materia hi-
mica pueden resumirse del modo siguiente: Si se supone que
le materia hémice estd formada por une serie de fracciones
que se escalonen desaeilas de bajo peso molecular a las
de mayor grado de polimerizacién, en este sentido se obser~
va una variascién gradusl de las siguientes caracteristieasz

&) autento del contenido en cerbono

b) disminucién del contenido en hidrégeno

¢) disminucién del contenido en oxigeno

da) diaminucién de acidez (el peso equivalente aumenta desde

100 hasta 300) -

e) disminucidén de la solubilidad (las fracciones primeras
son solubles en eter, siguen las solubles en dcidos,

detras se encuentren las solubles en ealcalis y por
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G1timo la fraccién insoluble.

f) disminucién de grupos reactivos

g) aumento de la absorcién en la luz visible y wltravio-
leta (la absortidén aumenta al disminuir la longitud

de onda, no moStrando el espectro ni méximos ni mi-

nimos )

h) awmento del grado de polimerizacién.

El contenido en nitrégeno es variéble (0-64%)y
segun elgunos autores ( 9) ge encuentra como impureza y no
cdmd constituyente fijo de la moléculm.

Le formacién de la materia hémica no es un hecho
bien aclarado hasta la fecha. |

lMaillard (j9) indica que los azucares se condensaban
con los eminodcidos para formar una sustanéia, ls melanina,
andloge & la materia hfmice del suelo.

Wesksmen (gg ) sostiene que los dcidos himicos provie-
nen de la lignina que junto & las proteinas da lugar & unes
productos de'autolisis, por intervencién de las bacterias
del suelo. El punto de~vis£a de Waksmen queda expuesto en

el esquema siguiente:
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tnder (24) basendose en los trabajos de Maillard,
considera que los dcidos h&micos‘se forman a partir de ce—
lulosa y lignina. Segun Enders, la formacién de la materia
hémica a partir de los hidratos de carbono sigue la fase
giguientes

1) cuando las condiciones naturales resulten poco favora-
bles para el crecimiento de los microorgenismos, el metebo-
lismo experimente un cembio. Asi mientras que en condicio-
nes normales, la descomposicidén de los hidratos de carbono
da lugar & CO,, el camblo de metabolismo da luger & la
formacién de metilglioxal;

2) bajo la influencia de los aminodcidos o de los productos
de descomposicién de las proteinas, el metilglioxal se con-
dense rapidamente para der luger a la formacidn de productes
pardos solubles en aguas |

3) a medide que avanzsa ei proceso de condensacién, estos
productos ®e ven convirtiendo en verdaderos dcidos hiémicos
insolubles en agus.

~Ias ideas de Enders pueden esquematizearse asi:
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Existe tambien una teoria sostenida~por Flaig y
Schulze ( 29), segun la cual la tremnsformacién de femoles
¥y por tanto taubien de la lignina, da lugar & la formacién
de 1a mteris himica. El proceso se puede dividir en fres
partes: ‘

1) formacién de oxiquinones; 2) ruptura del anillo, dandeo
lugar a la formacidén de ceto-dcidos muy reactives; 3) con-
densaciones sucesivas de estos Gltimos para dar lugar a la
meteria hémica. ;

las teorias mul expuestas sobre laz génesis de la
meterie himice no estdn muy bien cimentedes, ya que de pro=-
venir deyla lignina, el contenido en metoxilo deberia ser
mds alto del que se encuentra ( se han obtenido fracciones
en donde no se encuentra ningun grupo metoxilo) mientras
que s8i procede de las proteinas, el contenido de nitrégeno
seria igualmente alto. Como se indicé en otro 1ugar, muchos
autores estiman que este Ultimo represente une impureza y

- no un constituyente esencial de la materia himice.

Para la determinecién de la eastructura de le mate-
rie himica existen en principio dos caminos diferentes. Tno
de ellos, que consiste en degradas la molécule (por medilo
de hidrolisis u oxidacién) é investigar la naturaleza de
los productos resultantes, ha sido seguido con éxito en
la quimica de la lignina y ha dado buenos resultados en el
caso de le materia himica. E1l otro aborda el estudio de la
molécula total investigando el nilmero y naturaleza de los
grupos activos, camino usual en la quimica del carbonos

En los @ltimos afios la degradacién de la materia
himice y el estudio de los productos obtenidos, demuestran
de un modo evidente la naturaleze predominente de compues-
tos aromdticos~fendélicos, los cuales fueron axPu95£os ante—

‘fiatnantbva&nquehain>gvidendia convincente. A peser de ha-
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berse estudiado por este método fracciones muy distintas
de la materia himica asi como de diverse procedencia, los
resultados obtenicos concuerden bhastente en todos los ce-
sog. No se excluye, sin embargo, el hecho de que muchas de
las sustencias encontradas sean debidas & productos de de-
gradacién de las impurezas y a reacciones internas de des-—
muetilacidbn, descarboxilaecién, ccndénsacidn, etc. debidas
a la naturaleze de los métodos empleados. |
Asi, por oxidacién con diversos agentes se han ob-

tenido uha serie de dcidos alifdticos, tales como dcetico,
oXalico, malénico, maleico, mélico,‘léctico¢ Por hidrélisis

con agua y dcidos se han encontrado pequeflas cantidades de
acidos p-hidrobenzoicos, vanillico, protocatéquico, asi co~
mo los correspondientes aldehidos. Estos Ultimos son produc—
tos cldsicos de degradacién de le lignina por lo que se
piensa que tengan su origen en 1as impurezas de la materia
himica. S8e ha aplicado tambien la hidrolisis oxidetiva

cay dcido nitrico,y se ha encontrado emtre los productos ume
gran varieded de nitroderivados aromfticos. lMediante degra-
dacibn con 4lcalis a altas temperaturas (170-250 ¢ C) se
han identificados dcidos mono- y dihidroxibenzoicos, easi
como diferentes polifenoles. Sin embargo, con todos estos
mnétodos el rendigiento en productos de degradacién no al-

canza el 10 %.
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1.2.~ Grupos funcioneles de le materie hiumica del suelo

El problema de los grupos actives ha sido & menude
estudiado, incluso en los comienzos de los trabajbs sobre
humus, detallandose a continuacidn algunos de los nde ime
portantes.

Oden ( 59, describe los dcidos himicos como écidos
tetrabdsicos, y encuentra que la molécula de dcido hémico ex—
traido de turba contiene cuatro grupos carboxilos.

Le0pold (hé)' estudia el contenido de grupos carbo-
nilos en algunos dcidos himicos.

Eller (23), cree que en los dcidos himicos por é1
sintetizados, la acidez no se debe & los grupos carboxilos
gino & los grupos hidroxilos, y extiende esta opinién a los
decidos himicos del suelo. |

Fuche y Stengel ( 37), investigaron dcidos htmicos de
lignito y determinaron los siguientes grupos funcionales:
grupos carboxIlicos (por metil&di&ﬂéaléoido clorhidrico en
metanol) y grupos hidroxilo-fénélicos ( & través de metild-
cibn con diszometano). Asimismo investigaron los grupos
hidroxilicoe no dcidos (alcohélicos), por metilaeién con
sulfato de metilo. En estos ensayos encontraron que en la
molécule de dcidos himicos existen cuatro grupos carboxili-
cos y tres grupos hidroxilo-fenédlicos.

Hoepner (41) indicae que el contenido de grupos car-
bonilos en los dcidos himicos fluctums entre 0,4-2,2 %.

Stadnikow y Korschew ( 77), llegan & la conclusién
que los dcidos himicos de turba contienen cuatro grupos
carboxilicos y tres hidroxilicos fendlicos.

Plunguigm y Hibbert ( 42) encuentren en los écidos
himicos extraidos de lignito, ocho grupos hidroxilos y cua—

tro grupos carboxilicos, de donde dos de los grupos hidroxi-
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licos presentan wna #automerizacién tipo keto-enol.

Schmuck (75 ) por medio de la esterificacién con al-
cohol etflico en presencia de clorhidrico gaseoso, pone de
menifiesto la presenéia de grupos COOH,

Tistchenko y Rydalewskaja (34), encuentran que el
contenido en grupos hidroxilo-fendélicos y grupos carboxili-
cos en dcidos himicos de diferentes suelos, es de tres y
cuatro respectivamente.

Ubaldini (g5) da un contenido de ocho grupos car—
boxflicos y tres hidroxflico-fendlicos en los 4cidos himi-
COSe

Ratkina (55) encuentra valores més altos en el con~
tenido en hidroxilos fendélicos que es de seis a siete en
podeoles y cuatro en tierras negras.

Dragunow (19) determiné en los dcidos hiémicos de
podsol cuatro grupos hidroxilos fendlicos, y cinco en los
de tierras negrase. | , ,

Broadbent y Bradford (4h> indican que el contenido
en grupos carboxilicos se encuentre entre un tercio y dos
tercios del valor de la acidez total. '

Welte (gg) en wn dcido hémico sintético obtenido
e partir de hidroguinona, encuentra que el contenido en
grypos hidroxilos determinados por metildcién con sulfato
de metilo y diazometano, corresponde éxactamente con la
acides total determinada por medio de barite, llegando por
ello a la conclusidén de que dichos dcidos hémicos sintéti-
cos no contienen ningun grupos carboxilico.

Kucherenko (45) mediante la roture de la molécula
con sodio metdlico en amoniaco liquido, encuentra que en la
molécula de dcidos hﬁmicos‘exgraidos de carbon, se enéuan—
tran uniones tipo =~ Ore

Fleig y colaboradorés (30, 31), han estudiado dife-
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rentes tipos de materies himicas tanto del suelo como ain;
téticass Por valoracién conductimétrice encuentren 3,7 meq/gr;
por empleo del dinitrofluorbenzol encontraron 0,65 % de
hidroxilos en un dcido hfmico pardo y ninguno en um dcido
himico gris. Pero mediante el estudio de sustancies mode-

los hallaron que los grupos hidroxilos fuertemente dcidos

no reaccionaban con el dinitrofluorbenzol. Asimismo medien-
te el empleo de hidroxilamina encontraron un valor de cer-
ca de 1 meq/gr de grupos carbonilo.

Beckwith ( 2 ) valord ecidimétricamente meteria or-
génica del sueio, tras la adicién de cutt pare formar que-
latos, y enntntrd que la relacidn entre grupos dcidos fuer-
tes y débiles en el extracto de un podsol es del orden de
3:1, ,

Wright y Schnitzer (91) han estudiado le distribu-
cién de oxigeno en los diferentes grupos funcionales de
le me teria hémica extraids de wn podsol. Determinaron la
acidez total mediante el empleo de hidréxido bdrico bajo
atmésfera de nitrégeno durente un periodo de 20 & 24 ho=
ras. Investigaron el conteniuo en hidroxilo por acetila-
cién con la mezcla piridine-snhidrido acético, posterior
hidrélisis y valoracién. Estudiaron los hidroxilos fendli-
cos por valoracién en medio no acuoso. El grupo carbonilo
fué determinado por oximacidn, y el exceso de hidroxilamine
se valord potenciométricemente con dcido perclérico. Final—
menté el grupo carboxilico se determinéd por wétodos diversos,
tomando como base log valores obténidos por .el método del
acetato cdlcicoe |

Meyer (53) he estudiado los grupos funcionales de
diversas fraccilones de la materia himice extraida de un

podsol, aplicando los recientes métodos analfticos de la
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Quinmice Orgénica. Los grupos dcidos fueron valorados en
medio libre de agua con hidrdxido de tetrabutilamonio en
piridina. Los grhpos hidroxilos se determinaron por aceti-
lacién en acetato de etilo y dcido perclérico, y el grupo
. carbonilo por oximacidén en alcohol absolutoe.

~ Los trabajos més recientes sobre la determinacidén
de grupos funcionales en le materia himice del suelo se
encuentran condensados en la tebla n? 1, los valores mg:sSod
muy comparables debido & la diversided de tipos de suelo,
a los distintos métodos de extraccién y al criterio parti-
cular de cade autor en lo que respecta a la purificacién
de las muestras estudiadas.

El caracter dcido de la materie himice se conoce
desde hace mucho tiempo, pero se ha discutido bastante sobre
lz naturaleza de este cardcter dcido, & la vista de los
resultados obtenidos en el andlisis de los grupos funcio—
neles.

La acidez de la materia hémice puede deberse & gru—-
pos carboxflicos, & grupos fenélicos y & los grupos hidro-
xilo enélicos. | |

Wright y Schnitzer (g92), han estudiado este aspecto
‘en la materie hémica de wn podsol, mediente el empleo de
los espectros de absorcién en el infrarrojo. A 5,85'L exis—
~te‘una banda en el material original, gue puede atribuirse
al grupo C=0 en general. Si la sustancie se trate con hidré-
xido 88dico a pH 9, se observa una disminucién de la inten-
sidad de esta banda apareciendo un incremento a la derechs
del e5pectro.£6,l~6;3’p )s Como los grupos carbonilos de .
aldehidos y cetonas, no pueden reaccionar con formaciém
de sal con el hidréxido sbddico, este hecho perece indicer
que la mayor responsabilidad en esa banda debe atribuirse

e los grupos carboxilicos. Para comprobar esto dltimo preQ
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pitanon‘los dcidos himicos por adicién de cloruro de hie-
rro con el que aquellos formen la sal de hierro correspon-

diente. El nuevo espectro de infrarrojo muestira que le ban-
da & 5,85 se desplaze hacie la regibn de 6,1—6,}}" ob-
teniendose el mismo efecto que en el caso de la adicién de
hidréxido sédico. |

Ven Dijk (86) ha investigado la posibilided de dis-—
tinguir los diferentes grupos dcidos, tento en écidos himi-
cos sintéticos como en los neturales, por valoracién con -
ductrimétrica en medio acuoso y en medios no acuosos. la
valoracibén conductrimétrica, sobre todo la efectuads a éln
ta frecuencia en dimetilformemida e #sopropilato sddico,
muestre un méximo én la curva de valoracidén, que segun el
~autor corresponde al punto de equivalencia de los grupos
carboxilicos. El mInimo obtenido corresponde & la cantidad
de grupos hidroxilo fendlicos en la molécula. El autor es-
time que con este método se pueden determinar los grupos
fcidos méds fuertes de la molécula, 1os»gfupos carboxilicos,
asi como los grupos 4cidos débiles, los hidroxilos fenéli-
CoS.

Se ha estudiado tambien por algunos autores (53 ,20)
la descarboxilacibn de la materié himica, indicando gue es-
ta descarboxilacién corresponde a los grupos carboxllos
unidog al nucleo principal de la molécule. Sin embargo
parece cierto que por descarboxilacién no es posible poner
de manifieéto la presencia de los grupos carboxilicos, se-
gun ha mostrado Dubach (2¢g) en un estudio bastante emplio
sobre la descarﬁoxilacién de sustancia orgénica del suelo
asi como de dcidos hémicos sintéticos de divereas proce=-
dencias. En sus trabajos con los dcidos himicos sintéticos
segun Erdimen y Grenath (25) obtenidos & partir de p-benzo-

quinona, desprenden anhidrido carbénico el ser tratados
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con dcido clorhfdrice al 12 4 durante 4 horas, é inclusive
en agua. De la misma manera los &cidos hémicos sintéticos se-
guaneltﬁ'(ggj a partir de la hidroguinona, desprenden 1,1l
meq/ 0,/gr al ser tratados con &cidos clorhidrico del 12 &
durante 4 horas. Sin embargo tanto la p-benzoquinona como

la hidroquinona no desprenden anhidrido carbdnico al ser so-—
metidas al mismo tratamiento.

Segun Meyer (s53) la acidez en la fraccién de 4cidos
fulvicos por é1 inwestigada se debe en su mayor parte a,gr@-
pos endlicos, contribuyendo algo los hidroxilos fendlicos.

Forsyth (35) trabajando con 4cidos hémicos de suelos
distintos encuentra una gran diferencia entre la capacidad
de los grupos hidroxilo para ser metilizados y para ser ace-
tilados y estima que esta diferencia puede atribuirse a la
existencia de una tautomeria ceto-enol ya que los grupos MY
enflico no pueden acetilarse aungue s metilarse.

Como resumen se incluye a continuacién un estudio ori-
tico de diversos métodos empleados en la determinacién de
grupos funcionales en la materia himica del suelos.

Parte de las dificultades exiaténtas pueden atribuir-
se a la diversidad de materiales~empleados y al rigor
en que se aplique el criterio de pureza, pero otras ha de
adscribirse al caracter macromolecular de la materia hfmica
(dando lugar a reacciones incompletas, adsorcién del reacti-
vo, etc.) polidispersidad extrema (fraccionamiento durante
las manipulaciones) sensibilidad hacia losflcalis y hacia
dlcalis y &cidos a altas temperaturas, y a la pfoxﬁmidad
de muchos y diferentes grupos funcionales (influencia de la
reactividad de los grupos y especificidad de los reactivos)e

Grupo Hidroxilo.- En la literatura, hemos citado al=

gunos casos de determinacién de grupos hidroxilos por méto—

dos diversos, metilacién, acetilacién, valoracién en medie
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no acuoso, etcs

Los grupos hidroxilos presentes en la molécula de la
materia hémica, pueden ser de dos tipos: fenélicos y alcohé-
licos. En tanto que no existe duda sobre la presencia de los
primeros no ha sido claramente demostrada 1a'presenoia de los
segundos a pesar de haber sido investigados por métodos di-
versos, directos é indirectose. |

Como se indicé en otro lugar no puede afirmarse de un
modo rotundo la presencia de un determinado grupo de caracter
fdcido a partir de los datos de valorécién en medio no acﬁose,
puesto que lo que existe es mfs bien una arbitraria divieién
en 4cidos fuertes (pH menor que 4,18) y débiles (pR compren=
aido entre 4418-9,92) sin que tales valores puedan adseribir-
se a determinados grupos caracteristicos (4cidos, fenocles, |
enoles). Asi la 2,5 hidroxiquinona presenta un caracter &cido
‘més fuerte que el &cido acdtico.

. Meyer (53) ha estudiado la determinacién fotom§trica
de los grupos hidroxilos, basandose en trabajos efectuados
por Goldschmidit (39) sobre la lignina. E1 método gsté basado
en la caracteristica absorcién en UV de los fenoles en solu-
cién alcalina.Midiendo directamente la absorcién de una so—
lucidn alcalina de la muestra contra otra porcién de la misma
muestra neutralizada. El contenido en fenol de la muesira se
calcula a partir del méximo de absorcién y del méximo‘de absor-
cién molar que se obtiene @on diferentes sustancias modeloss
Este método aplicado a la lignina da resultados comparables
con los obtenidos con otros métodos. Meyer aplicd este método
a los grupos hidroxilos tomando como valor comparativo el mis-
mo gue se emple§ para la lignina, pero obtuvo valores muy inp
gseguros dependientes de la concentracién de muestra empleadae

los grupos hidroxile alcohélicos han sido investiga-

dos directa é indirectamente. Lynch y colaboradores (AE ) de~-
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terminaron los grupbs hidroxflico alcohflicos de &cidos hfmi-
cos de carbom, extraidos con tratamiento alcalino, mediante
el empleo de anhidrido ftélico en piridina. El método estd
basado en un trabajo de Pickard y Littlebury (60) Segun

este método, los alcoholes primarios y secundarios (pero no
los terciarios) al reaccionar con el correspondlente anhi&ri-
do, dan lugar a un ester 4cido muy estable, de fuerza

écide moderada. El ester 4cido resultente se valora con £l-
cali, o bien el eater obtenido se trata con acetato célciee y

el acdtico liberado se valora con ﬁlcali‘

0=C ROOC —
R-OH + o( ———
0=C— HOOG—
ROOG ROOG
+ 1/2 ca(CH;000), + CH,000H
HOOC ' cﬁg

Sin embargo el método no es aplicable a los alcoholes
terciarios ya que ocurre la dekhidratacién del alcohel y en
presencia de hidréxilos fendlicos se formen diferentes pro-
ductos de condensacién en lugar del ester dcidoe

Wright y Schnitzer (93) encuentran en la materia hﬁr
mica de un podsol un alto contenideo en hidroxilo alcohdlico,
hallado por método indirecto, es decir, estudiando el copteé
nido total por medio de acetilacién con piridinav-anhidridoﬂ
acdtico y los grupos hidroxilos fenélicos por medio de valo-
racién en solventes no acuosos. La diferencia entre ambos
valores da el contenido en hidroxileos alcoh8licose '

Grupo carbonilo.- Este es sin duda el grupo més dis-

cutido de la materia hfmica del suelos ,
En la quimica de la lignina se ha estudiado el grupo

carbonilo de dos modos diferentes, por medio de la hidroxila-
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mina y por medio del borohidruro sédico, obteniendose con am-
bos métodos resultados acordes.

Flaig y otros han 51ntetlzado dcidos himicos a partir
de sustancias modelo, tales como diferentes quinonas y poli-
fenoles. Las sustancias asi{ obtenidas tienen unos caracteres
muy semejantes a los 4cidos himicos naturales por lo que se
piensa gue 1a existencia de grupos carbonilos quinoideos e
muy probable; .

Segun R. Willistatter y K. Cramer'(gg) se pueds com=
probar la pressncia de grupos carbonilos mediante el carbama-
to de fenilhidracina, El desprendimiento de nitrégeno que se
observa durante este proceso es, segun estos autores, carac-
$eristico de cambinaciones con grupos quinoideos;

F. Zetsche y H. Reinhart (9% ) han reducido los 4cidos
hémicos con amalgama de sodio, observando gue durante la reac-
cién pasa por una serie de coloraciones.

Estos ensayos han sido repetidos por Farsyth (35)
observando idénticos cambios de color, pero los productos obte-
nidos vuelven a tomar su color original al ser agitado al
airey Segun Forsyth, la preparaeién de esos leucodcidos indi-
can la presencia de hidroxiquinonas en los 4cidos hémicose

V¥.C. Farmer y R.I. Morrison (p7) han efectuado el mis-
mo ensayo pero al mismo tiempo que reducian con anmalgama de
sodio, metildban con sulfato de metilo y con diamometance
El contenido en grupos metoxilos al final de la reduecién es
del mismo orden que antes de reducir, llegando & la conclusidn
de que quinonas, aldehidos y cetonas o no existen en la molé-
cula o se encuentran en muy pequeﬁa cantidade

Estos mismos autores ( 95, 35,27 ) ¥y Dubach (zp) ban
reducido la molécula de los 4cidos hfmicos y metilado luego
en presencia de nitrégeno con el fin de evitar una :eoxidaci&n,

estudiando posteriormente el espectro de infrarrojo y obsarf
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vando que la banda existente a 5,85 ’u. (panda que correspon=
de al grupo carbonilo) apenas se reduce (menos del 10 %). Como
estd comprobado que el borohidruro sédico reduce la mayer
rarte de los aldehidos, cetonas y quinonas, concluyen gue esg-
tos grupos no existen practicamente en la molécula de la ma-
teria himica.

Peustel (24) ha tratado &cido hfmico con bromo, obte-
niendo como producto final tutrabromoquihona.

Zetsche (9),) mediante reaccién de &ecido hémico con
dcido clorhfdrico y dcido perclérico, obtiene como producte
final tetracloroquinona. Estos dos ensayos, parecen indicar
la presencia del grupo carbonilo quinoideoce

Grupo ester.~ No se ha estudiado mucho la presencia

e tal grupo en la molécula de la materia hfmica.

Parmer y Morrison (27) indican gue la banda que apa-~
rece en un espectro de infrarrojo de écido hfimico extraide de
carbon, a 6,23 ’,, s puede atribuirse a grupos esteres que estan
conjugados con sistemas no saturados.

Sphnitzer y colaboradores (¢2), tambien por estudio
del espectro de absorcién en el infrarrojo, llegan a la con-
clusidn de una evidente presencia del grupo estar. A 5,65 /,4,
existe una banda debida al grupo carboxilo, banda que se des-
plaza hacia 6,25 P cuando se forma la sal, pero gquedando to-
davia un pequefio efecto a 5,85 [ Estos autores saponifica-
ron con hidréxido sédico al 10 # rebajando posteriormente
el pH hasta 9. El espectro resultante muestra que la banda
a 5,85 [ se desplaza entonces completamente hacia la regién
de 6,25 ’». llegando asf a la conclusién de que junto al grupo
carbox{lico, los 4cidos hémicos contienen tambien el grupo es-
ter. ; |

Dobles emlaces. Schmidt y Atterer (7,), Mehia y Dubach

(53) encontraron anhidrido maleico y écido maleice respectiva-



»

mente al oxidar 4cidos hfmicos con didxido de cloro. Segun
Flaig (33) este resultado, en comparacién con los efeetuados
en sustancias modelos, indica la presencia de una cadena de
dtomos de carbono de los ﬁipos C~C=C~C 6 e:ﬁ;gac. : ’_

‘Meyer ( 53) y Dubach (20) han investigado la presencia
de dobles enlaeas,en diversas fracciones de #4cidos hémicos por
reaccién con bromo, encontrando que existe en eféeto una ab-
sorcién de éste Yltimo, pero el peso equivalente para un doble
enlace varia entre 1.200 (tras un pericde de reaccidn de‘30
minutos) y 500 (tras un periodo de reaccién de 24 horas). Ello
parcee debserse a que para compuestos polimeros que contie-
nen grupos funcionales OH" y COQH, la reaccién can’bromo es
dificil de efectuar. Al mismo tiempo parece que la materia
himica se oxida consumiento bromoe

Oxigeno etéreo.—~ No existe un método definido para la

determinacién de oxfgeno etéreo en una molécula. Haste ahora
el método consiste en determinar el céntani&o total de oxige-
no y el gue se sncuentra en los grupos analiZablea, hallado
aquel por diferencia.

La unién de los monomeros de la materia hémica a tra-
vés de puentes de oxf{geno ha sido muy discutida (29). Segun
ziechman (96) esta unién puede ser observada al estudiar el
espectro de absorcién en el infrarrojo de los dcidos himicos,
encontrandose entre 7y 8 ,n . .

Wright y Schnitzer (93) opinan que una parte del oxi-
geno total de la molécula debe encontrarse en forma de oxige-
no etéreoc.

Los productos de degradacién obtenides por diversos
métodos y autores ( 80, 11, 42) parecen indicar la presencia
de puentes dé oxigeno entre los monémeros, ya que la mayor
parte de estos productos de degradacién, como indicamos ante-

riormente, son polifenoles y 4cidos polifenclcarbonicoss
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De todos los grupos funcionasles expuestos, sole el
grupo carboxilo puede darme como segure en la molécula de la
materia hémica, ya que ha sido determinado por un método
que no implica cambie en la molécula ni reacciones laterales
(el espectro de infrarroje) .

El grupo carboxilo ha sido determinado por descgrbo-
xllacién, pero como se indicd anteriormente este método no |
es especifico de los grupos carboxiloe

Tambien se ha determinado el grupe carboxilo mediante
valoracién iodomé&trica (30), pero este método no puede dar
valores exactos, puesto ¢ue la materia hémica reacciona con=-
sumiendo iodo. Ia determinacidn cuantitativa de los grupos
carboxilo ha sido llevada a cabo mediante reaccidn con aceta-
to cdlcico, valorandose el acétdco formado. Este método esté
basado en la especificidad de la reaccién del grupe carboxie-
lo con el acetatb, liberandose un mol de dcido acdtico por
cada grupo carboxilo, pero segun trabajos publicados por
Rydasewskaja y Tisschenke (gg) y por Stevenson (g ), la ca-
pacidad de absorcién de diferentes fraccilones de la materia
hﬁmica;varié grandemente con el pH, y no estd excluides la po-
sibilidad de gue los grupos hidroxilos més &cidos reaccicnen
tambien, bien solos o bien formando quelatos en combinacién
con los grupos carboxiXo.

En cuanto a los restantes grupos, han sido determina-
dos por métodos no muy especificos en la mayoria de los ca-.
sos 0 bien se identificaron despues de someter la molécule
a tratemientos muy fuertes por lo que conocimndo la labili-
dad de la materia himica los resultados de estos dltimos

procedimientos no pueden ser tomados en consideraciéne
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I.4. DPlan del presente trabajo

En este t rabajo se pretende abordar el estudio de
los diferentes grupos funcionales exigenados exiétentes en
algunas fracciones de la meteria himica € intentar aclarar
el proceso de polimerizacién que lleve consigo. Como mate—
riel experimental se han elegido una serie de fracciones
gque por sus caracteristicas se encuentran comprendideas en-
tre los dcidos fulvicos y los dcidos himicose.

En la molécula de cuzlquiera de las fracciones de
le meterie hiémica, se¢ acepte & priorl gque se encuentran los
siguientes grupos funcionales oxbgdnadoss '

Grapo carboxilo

Hidroxilos (tanto 4cidos como no écidos)

Carbonilo (ceténico e gquinoideo)

Ester (principalmente en forma de lactomes)

Eter (lineal o ciclico) |

 Comé algunos autores ponen en duda le presencia de
grupos carboxilicos, se investigard su presencia y se ihten-
tard su determinacién cuantitativa. Para esto se procederd
e la reduccién de éste grupo de ﬁna maners total, y se eg~
tudiard la sustencia obtenida. Especlalmente interesante es
la investigacién y determinacién del hidrégeno activo, es
decir del hidfogeno que se encuentra formendo parte en los
grupos funcionales & cuyo fin hemos empleado y desarrollado
una nueve técnice por reaccién con diboranoe

Tembien se tratard en el presente trabajo de poner
en claro la existencia de oxfgeno etéreo en la molécula. Co-
mo no se conoce wn método directo pararla determinacidén de
oxigeno etéreo, se determinerd por diferencia entre el oxfi-
geno total y el que se encuentre en los restantes grupos
‘funoiénales. Como comprobacidén se efectusrd esto mismo des-

pués de realizar la reduccién de la fraccién de la materia

himice.
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Lz comprobacidn de la existencis de oxigeno etéreo
es del mayor interés, ya que puede sclarar en gran perte
el tipo de’uni6n existente entre los monomeros que compo-
nen la molécula. |

Por Gltimo y mediante el empleo de diborano, se
pretenderd comprobar la presencia de dobles enlaces olefi-
nicos en la molécula, lo cual puede contribuir e aclarar
la presencia de cadenas laterales unidas al grupo princi-

de la molécula,
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2.1, HATERIALES Y METQUOS EMPLEADOS

2.1.1l. Consideraciones generales

A causa de lu dificultad que presenta la eleccidn
de un método de extraccidn y fraccionemiento de 1a meteria himi-
ca aplicable a suelos diferentes, se ha empleado en nuestros

experimentos solamente lu meteria hiémica extraida del hori-

zonte B de un podsol, uno de los tipos de suelos estudiados
nés intensamente en los Gltimos afios, cuyo empleo en este caso
pronetia considerables ventajas. | |
n primer lugaer en el podsol las sustancias orgéni-
cas del horizonte superior dispersa al estado coloidal,
se‘moviiizan intensamente & lo larBo del perfil del suelo,
que sctua & modo de columne crometogrifica, floculando més
tarde y concentrandose de este modo en el horizonte B. Por
esta causae las sustancias orgéﬁicas de este horizonte son
menos heterogeneas que las existentes en hbrizontes superio—-
res en los que a la materia hiémice propilemente dicha acém?
pafian centidades despreciables de materias no himicas. Del
horizonte B de los podsoles pueden extraerse facilménte unga
gran parte de les sustancias orgdnices y especialmente grende

el porcentaje de extraccién de sustancias solubles en agua y
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en écidos, probablemente las fracciones de nés bajo peso
molecular de las que componen la materia%hﬁmica.

Ia materia hémica del horizonte 3 de los podsoles se
~encuentra sobre todo en forma de complejos insolubles de hie-
rro ¥y aluminig, pero por accién de agehtes formadoa de comple=-
jos se pueden eliminar estos cationes y 105 compueegtos colo-
reados solubilizarse en agua y en écidos. Asimismo a bajos
valores de pH se pueden tambien romper los complejos y extraer
se incluso con dcidos diluidos, la materia hémica del aﬁe-
lo soluble en agua y en &cidose o

En nueatro estudio hemos empleado la fraecién so-—
luble en &cidos obtenida por extraccién con dcido clorhidri-
co 1 N, extraccién que segun Dubach y Mehta (22) no altera
las moléculas de los &cidos félvicos, comp se ha comprobado
al menos por estudio de algunas propiedades, como solubili-
dad, peso molecular, densidad éptica, etce Se evitan de es-
te modo los inconvenientes de la extraccién con hidréxido
sédico, que 8i bien extrae una mayor cantided de matgria
orgédnica, puede dar lugar a una profunda glteraeién de la
misma por autoxidacién y por fendmenos de polimerizacién
y despolimerizacién. | |

Por haber elegido el diborano como agente reductor
y por la solubilidad de esta sustancia en‘tetrahidrcfuranb,
hemos utilizado solamente la fraccién de fcidos félvicos so-
luble en dicho disolvente.

Se ha especulado con frecuencia sobre el hecho de
que los dcidos féilvicos representan una fraccifén intermedia
en el proceso de humificacién de las sustgncias orgéniaaa del
suelo. Por ello nos ha parecido interesante observar ese pro-
ceso de humificacién, escogiendo para ello una serie de frac-
ciones gue por su peso molecular se encueptran comprendidas

entre los dcidos félvicos y los 4cidos hﬁ@icos. Estas frae-
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éiones se han clasificado segun su peso molecular y se obtu-
vieron por sucesivas dializaciones de la fraecidn de materia
htmica extraible con 4cide. En las diversas fracciones asi
separadas se han estudiado propiedades tales como solubili=-
dad, densidad éptica, peso molecular, andlisis elemental,
etc, encontrandose que pueden ser perfectamente clasifica-
das entre los 4cidos fflvicos y himicos.

Por tltimo se ha estudiado tambien los 4cidos himi-
cos pardos del horizonte B del mismo podsol, trae haber
extraido los 4cidos fllvicos y despues de un pretratamiente

del suelo con una mescla de 4cido clorhfdrico: dcido fluorhi-

drico (1:1) ambos 1 Ne
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2.1.2 Suelo empleado

Fl podsol, la materis hémica de cuyo horizonte B fué
empleada para nuestro estudio, tania las siguientes caracte— |
risticas:

Situacién: Nante (Canton Tasinou,‘Suiza).
Precipitacién anual media: 2170 mm

Temperatura media anual: 2,3 ¢ C

Relieve: montafioso

Altura sobre el nivel del mars 1750 m

Declive: 40 %

Exposicidén: NNE

Roca madre: pizarra

Vegetacidn: Bhododendro—Vacdiniétumkexxraailvaticnm
Horizonte By |

pH: 4,2

contenido en calcio: 0,0 %

Carbono orgénico: 9,6 %

relacién C/N ¢ 40 .

Como una parte de la materia no hiémica, por ejemples
lignina, polisacaridos, hidratos de carbono etc. se encuen-
tra en el suelo en forme de microarganismos, restos de pe=-
guefios animales, raices, etf. es necesario, antes de proce-
der a la extraccién del suelo, eliminar todas estas impume—
zas que en la fraccién fina se encuentran en gran cantidad.
Esta separacién se realiza por métodos fisicos y antes de la
extraccién de la materia hiémica,

Para la obtencién del suelo libre de raices y otras
impurezas, se aplicé el método de Roulet y colaboradores
(63 ). Para ello el suelo se muele a mano y se pasa a través
de un temiz de 2 mm de malla. Se deja secar al aire durante
algunos dias y se agité posteriormente en un gran frasco de

polietileno, con agua, con el fin de realizar una buena dis-
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@eréién.

Ia suspensién de suelo se lleva luego al aparato de
separacién que consiste en un recipiente de cobre edn forma
de cono invertido (b=60 cm, r=20 cm) y cuyo vértice, cortado
a unos 4 cm, deja una abertura gue se puede obsturar con un
tapén de goma fuertemente sujetc. En la parte latersl del
cono se encuentran dos vertederos situados a 13,5 cm y 27,5
cm, respectivamente, del vérticee. A lo largo del eje del co=-
no penetra un tubo de acero para entrada del agua cuya altu-
ra respecto del vértice puede variarse a voluntad. La parte
final del tube se encuentra afilada con el fin de aumentar
la velocidad de salida del agua.

Se introduce la suspehsién del suelo en el aparato
descrito y se deja entrar agua a presién por el tubo indica-
do a razén de unos dos litros por minuto. El suelo se agita
con la corriente de agua y las partfculas se extiraen por
los vertederos laterales segun su tamafio cada 10 minutos,
rasta .ue el agua sale completamente clara. La suspensién
de suelo que sale por los vertederos pasa a través de un |
tamiz de 0,2 mm de malla y luego por otro de 0,1 mm. reco—
giendose finalmente en un gren recipiente. De agui se pasa
nuevamente a un tamiz de 0,06 mm, de malla agitado mecani-
camente., Ia suspensién de suelo que pasa & través de este
d1ltimo tamiz se recoge en un recipiente donde se adiclena
una solucién de cloruro cdlcico con el fin de ayudar a la
rdpida sedimentacién., Se sifona el agﬁa y el suelo es se-
cado a alto vacio y baja temperatura.

Mediante observacién al microeopio se encuentra que
esta fraccién fina Gel suelo se halla libre de restos de
raices, microorganismos y restos de pequefios animales. Un
andlisis de carbono indica que contiene un 65 % del carbone

total del suelo.
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2.1.3. Extraccién de los dcidos félvicos, &cidos hémicos par-
dos y fraccién dializables.
Una vez la fraccién fina del suelo obtenido del mode

indicado, libres ya de restos orgénicos no hfmicos, me agita
Bn un frasco de polietileno con una solucién de dcido clorhi-
drico 1 N durante 24 horas; se cenirifupa y se repite esta
opera016n hasta que los extractos son debilmente eoloreados.
Se unen todos los extractos y se centrifuga en uns ultrae&n»
trifuga (27.000 r.p.m.)‘para eliminar las pequefias particulas
de arcilla. A‘la solucidén dcida se afiaden entonces algunos |
ml. de -elorumo férrico y se lleva a PH 4 eon hidréxido s6di-
co 5 N,preetpitdnde la sal férrica de los dcidos félvicos

que se mepara pof centrifugacién,

Ios &cidos fdlvicos asi obtenidos se introducen en
una bolsa de celofan y se dializan durante algunos diss hasta
quedar libres de cloruros. Posteriormente se agitahvcon regi-
na cambiadora de cationaé:(Dowex 50) hasta llevar los 4cidos
félvicos a la forma B% s separando postariofmente la resina
de los écidos fllvicos por filtracién. Despuds de esta opera-
cién los dcidos félvicos, en solucién, se pereolan a travéa
de una columna de cambioc aniénica, (Dowe% 2), con el fin de
,eliminarklos restos de cloruros. El agua se destila entonces
en un destilador rotatorio a vacio.

Como en nuestros trabajos posteriores necesitabamos
una fraccidn soluble en tetrahidrofurano, los 4cidos fllvicos
asi obtenidos, se introdujeron en un aparato Soxhlet y se ex-
trajeron con dicho disolvente durante 24 horas. Ia solucién
se concentrd hasta unos pocos ml. y se precipité en eter
(razén 1:9); se disolvié nnevamente en tetrahidrofurano y
se reprecipitaron de nuevo los 4cidos félvicos con eter,
secando finalmente & vacice

Para la obtencién de los &cidos himicos pardos, 5

Kg. de suelo (separadas todas las raices, restos de animales,
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etce por e 1 método explicado aniveriormente) se trataron con
écido clorhidrico 1 N durante algunos diaze, agitendo, dejen-
do sedimeniar y sifonando cada dia, y repitiendo este prodeso
hasta que los extractos eran debiimente coloreados. Todos los
extractos se reunieron y se aprovecharon para la obtencién

de los dcidos félvicos ya mencionados antefiormente‘

El suelo restante se tratd con &cido fiuorhidrico 11X
durante algunos dias y se levd luego varias Vecés con agul.
Tras este tratamiento_se‘adicioné hidréxido sddico y se ajus—
46 1a suspensién a pH 7, dejando estar algunos dias, exPV
trayendo‘cadatdia v adicionando de nuevo hidréxido sddico
hasta que los extractos eran debilmente coloreados. Se reu—
nieron todos los extractos y se tratd entonces el suelo con
hidréxido 56dico 0,5 N, del mismo moGo ya indicado, es decir
hasta tener extractos’muy debilmente coloreadoss. Estos ex-
tractos se umleron a los anteriores y se acidificaron, pre-—
cipitandose asi los dcldos hilmicos. Estos fueron redisuel-
tos yrprecipitados varias veces disolviendolos Por dltimo
en poce canfidad de una solucién de hidréxido sdédico. A esta
dltime solucidn se adiciond una solucidn 2 M de cloruro s6di-
co, dejandola estar durante algun tiempo y centrifugandose
posteriormente con una ultracentrifuge (27.000 T.Pells ) ObtE—
niendose un precipitado de dcidos hiémicos grises y quedandose
en\SOlucién‘los dcidos hﬁmicos pardos. Se repitid varies ve-
ces la adicién de solucién de cloruro sédico 2 M, hasta que mno
se obtuvo ningun precipitado més., Los dcidos himicos grises
asl precipitados no fueron utilizados.

Los 4cildos hémicos pardos en solucidén se precipitaron
entonces con ficido clorhfdrico 1 N, se separaron por centrifu—
gaclén, y se dializaron en un saco de celofan, ¢ambiandose dig~
riamente el agua, hasta que estuvieran ausente de cloruros.

Los dcidos hémicos pardos se secaron con un evaporador rotato-
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rio a vacio, se disolvieron en poca cantidad de hidréxide sédi-
co a pH 7, se volvieron a precipitar con 4cido clorhidrico
algunas veces con el fin de eliminar el 4cido 3111é1eet qﬁe;
pudiera haber, y se dializaron por 6ltimo haataAQﬁadat-li—-

bres de clorurose | ,
Para la obtencién de las fracciones dializables D,,
el suelo fué sometido a todos los pretratv‘ Lentos ya indicados
y se extrajo con dcido clorhidrico de la £ rma mencionada.
Una vegz obtenidos los 4cidos fflilvicos librbag se introdujeron
en una membrana de celofédn y se dialisaroﬁ.regcciendese pe-
riodicamente las aguas de dializacién que Qonxenian.las frac-
ciones dializables. Estas fueron independi%nxemenxe secadas
a vacio en un destilador rotatorio y cada una de ellas disuel-
ta«en'poca cantidad de agua y secada a alto vacie y baja tem=
peratura. Debido'a que las cantidades obtenidas fueron muy
diferentes y a que algunas fracciones se consiguié solo una

pequefia cantidad, no se estudiaron posteriormente sino las

denominadas Dz ’ D4 ’ D’l ’ Dlo ’ Dl2 y D.ta )
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2¢1.4 Consideraciones tedricas sobre el diborano

Aun que en nuestras experiencias hemos empleado diver-
sos agentes reductores, la mayor parts'del‘trabajc 86 ha rea-~

lizado con diborano.

Aunque los hidruros de boro se confcen desde hace
n

tiempo, el conocimiento de la constitucién y propiedades de

estas sustancias es relativamente reciente

" Se producen - en la descompcsioiéL dcida de ciertos
boruros y forman un grupo 1m@ertant§ de compuestos cuya
constitucién ha planteado uno de los pfoblbmas més interesan-
tes en la teoria de la valencia y cuyas caracteristicas ge-
nerales son olor nauseabundo, fécil oxidabhlidad, arder con
llama verde, gran calor de combustidn, Iib%rar boro por des-
composicién al calor y ser fuertemente red#ctores¢

Stock (8 ) realizé el estudio aistémético de estos

hidruros revelando nuevas técnicas para la determinacién de
sus caracteristicas fisicas y quimicas, extendidas més tar-

de a grupos de compuestos similares.

El compuesto més interesante de la?sarie de los bo-
ranos es sin duda el diboranoc, que em la p%eparacién general
se obtiens en mayor cantidad y que sirve a:su vez de material
de partida para la obtencién de los restantes. |

Schlesinger, He, Brown, He y colaboradores (71) de-
sarrollaron un método para la obtencién de diborano por des-
cargas eléctricas en una mezcla de hidrégeno y tribmomure de
boroe |

Sin embargo la observada actividad del diborane y
su facilidad para reaccionar con diversos compuestos Orgéni~
cos o inorgénicos; determinaron la necesidad de productr egta
sustancia de un modo mds adecuado y en mayor cantidad. Schle-
ginger y Brown (72) obtuvieron diborano mediante la reaccidn

de diversos hidruros de metales alcalinos con etileterato de
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trifluoruro de boro, pefo'el aparato empleado era aun muy
complicado y se requeria mucho tiempo para la obtencidn y
purificacién del compussto; _

Posteriormente los autores citados, descubrieron que
el borohidruro de litio reaccionaba con el etileterato de
trifluoruro de boro para dar lugar a diberano, pero debido al
alto coste de los materiales originales, este procedimiento no
era rentable., Por @ltimo se comprobd que ei borohidrure de
sodio daba tambien buenos rendimientos en esta reaccién y
gue su empleo no era costoso ni la préetiea de emte prccadi-
miento presentaba muchas dificultades.

Hace algun tiempo se comprobd que el diborane reaeQ
cionaba rapidamente con aldehidos y cetonas simpiea, tél
como acetaldehido y acetona para producir dialkexyborano
( g). Pomteriormente estas sustancias fueron hidrélizadaa
dando lugar a la fofmacién de dcido bérico y el correspon=-
diente alcohol. Se dedujo, por élla, gque el procedimiento
para la reduccién de los grupos carbonilos ofrecia una ruta
prometadoras. A |

Poro en la &poca de estas investigaciones el dibo-
rano se producia solo en pequéﬁas cantidades, por lo que
el proceso solo tenfa un interés tedrico. Al mismo tiempo
el descubrimiento de los borohidruros alcalinos & hidruros
de aluminio, hizo posible el empleo de otros caminos para
tales reducciones ( 56, 57, 13.)j por lo que aunque més tar-
de se obtuvo diborano por otros métodos y en mayor canti-
dad, se hicieron pocas tentativas para su empleo en estasm
reducciones (73, 7 ), ya que los pfocaéimientos que utili-
zaban los borohidruros de metales alcalinos e hidruros de
aluminio eran més simple.

Sin embargo, un examen cuidadoso de datos obtenidos

revel$ interesantes diferencias entre las reduceiones con
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borohidruros y diboranoc. Por ejemplo, ol diborano no reduce
al cloral, mientras que el borohidruro de sodio reduce este
aldehido con gran facilidad. De la misma manera el cloruro
de acetilo no reacciona con el diborano bajo condiciones nor-
males, mientras que es rapidamente reducido por el borohidru-
ro de sodio. ‘ _

La adicién’del enlace boro-hidrégeno del diborano
a diferentes enlaces parece ser una reaeci&n.mny general. Asi
la adiecién al doble y triple enlace C-C, ocurre & la tempera-
bura’ordinaria con gran facilidad. Ia édicién al enlace
C=0 en aldehidos y cetonas era tambien‘conocida desde hace

tiempo. Estas uniones se pueden resumir del modo siguiente:

t [

G=C 4 -8 7 - H—(l}—(‘}-EB':

| { |

6=0 + B-B{— — B-0-0-8(
: i

-z ¢+ BB » H-G=N-BL

Consecuentemente parece ser que la adicién del enlace
H~-B del diborano a unibnes nfiltiples del tipo expuesto, es:
una reaccién tan general como la adicién de hidrégeno a tales
enlaces., Difiere de esta Gltima reaccién en la facilidad con
que el diborano se adiciona a tales enlaces mientras que el
hidrégeno requiere comunmente la accién catalitica de metales.

Se ha sugerido el término generasl de hidroboracién para. esta

importante reaccién general de adicidén.
A partir de estos primeros estudios con diborano, se

ha estudiado la reduccién de un gran nfémero de sustanciaa, al-

gunag de las cuales se detallan a continuacidéns



moles hidruro

Producto

fugggggzles. ﬁoi?giggigggé final
Alcohol 1 Alcohol
Aldehido 1 Alcohol
Cetonas 1 - Alcohol
Cloruros de 4cidos 0

Ester 2 Alcohol
Lactona 2 Glicol
Acido carboxflico 3 Alcohol
sal de 4cido carbo-

x{lico 0

Epoxido Alcohol
Amida 2

Nitrilo 2 Amina
Nitroderivados 0
Azo-derivados 2 Anina
Sulfona 0

Haluros arométicos 0

Hidruros aromdticos 0O

QObservaciones

Produce 1 mol
de H2

reaccién rédpida
idem |

no reaccionan
reaccibn lenta
idenm

reaceién rapi-
das. Profuce 1
mol hidrégeno
ng’reaeciona
reaccién lenta

roduce 2 moles
e H2~
reaccién répida
no reacciona
reaccién rdpida
no reacciona
iden

iden
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El diborano exhibe un nfimero bastante grande de dife—
rencias interesantes al ser comparados con los borohidruros
de los metales élcalinos,

Asi los nitrilos no son reducidos por los borohidru-
ros mientras que son rapidamente convertidos en aminas por
accién del diborano a la temperatura ambiente. Similarmente
los dcidos carboxflicos son’considerados como relativamente
resistentes a los agentes reductores. Sin embarge el diborano
convierte estos compuestos en alcoholes con notaﬁle rapidez.

Se comprobd que los grupos carbonilos de los aldehi—
dos y cetonas reaccionaban rapidamente con el diborano, mien-
tras gque los grupos carbonilos del cloral y de los cloruros
de &cidos eran inertes a este hidruro. Se observé al mismo
timmpo que aquellos aldehidos y cetonas que reaccionaban fa-
cilmente con el diborano formaban tambien’compuestos de adi-
cién muy estables con el trifluoruro de boro, mieniras que
el clorél y el cloruro de acetilo adicionan este édcido tipo
Tewis con gran dificultad y a bajas temperaturas. Por elle
se ha sugerido que la primera etapa de reaccién entre el
diborano y el grupo carbonilo implica una reaccidn acido-ba= -
se; con adiecidn de borano al &tomo de oxigeno, seguida lue-
go por una transferencia de hidrégeno del étomo de boro al

de carbono.
} |+ = | .
?=O + 3 BZHE'___"_—’ ?=G:BH3-——~th?-QBHé
Sobre esta base, 1la inercia del cloruro de acetilo y el clo-
ral frente al diborano se atribuye a las decrecientes pro=—
piedades bésicas del 4tomo de oxigeno del grupo carbonilo,
debido al gran efecto inductivo del dtomo de halogeno susti-
tuyente

Cl ?l& e
—0=0: & § Byl + -0=0:BH,
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Es de notar que ambos compuesto, cloruro de acetilo y cloral,
reaccionan facilmente con 6l borohidruro sédico, Parece pues
claro que la deficiencia de electrones inducida por el cloru-
ro sustituyente, inhibe la aécidn de 4cido tipo Iewis (dibo~
rano) pero facilita el ataque por el ian:hncleofilico del
borohidruros. |

En otras palabras, el diborano es un écido tipo Le=
wis, que funciona mejbr como agente reductor al atacar a
grupos de alta densidad de carga, en»tanto que el borohidru-—
ro es una base tipo Lewis, que actua preferentemente sobre &
grupos de baja densidad electrénicas

Dos circunstancias intervienen prébableemente en la
pequefia velocidad de reaccidn del diborano con los ésteres
~ carboxflicos. En primer lugar la adicién de la moldcula de
diborano al Atomo de oxigeno del grupo alquilo. Segundo, la
transferencia del 4tomo de hidrdgeno desde el boro al oxige-
no seré obsfaculizada por la estabilizacién del grupo carbo=-
nilo debido a la resonancia con el dtomo del oxfgeno del

grupo alquiloe

- . -BH
By BHy
0 o}
) |+
?ﬁOB D o %=OB
Por el contrario es notable la facilidad de reac—
cién entre el diborano y los 4cidos carboxflicos. Ia primera
etapa de reaccién parece ser la formacién de un triaeilbora-
no

3 R-COOH + % ByEg—= (R-000);B + 3,

que se reduce posteriormente al ser tratado con mdés diboranoe
Ts de hacer notar que el grupo carboxflico en este estado
intermedio es tan activo que se pusede reducir tambien por

acciédn del borohidruro sédicoe
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Ia interpretacién de esta fltima reaccién es come
sigue: la deficiencia electrénica del étémo de bore en el
triacilborano ejerce una fuerte demanda de un par de elee-
trones del oxfgeno acilo , resonancia que implica una in-
teraccién de este dtomo de oxf{geno con el de borgq muy supe-

rior a la resonancia usual con el grupo carbonilo

o 0
-g—O-B:  — —‘é-&iﬁ

Con ello el grupo carbonilo en los triacilboranos
se asemeja mfa-al de los aldehidos ¥ cetonas que &l grupo
carbonilo de los ésteres (g ).

A la vista de lo expuesto sobre el diboramo, encon-
tramos que esta sustancia era el agente ideal para tratar de
reducir la fraccién de los dcidos félvicos y que un adecuado
uso de este reactivo podria conducir a resultados interesan-
tes. Sus féciles condiciones de empleo, a temperatura ordi-
naria, etc., la no existencia de reacciones laterales, asi
como la posibilidad de investigar al mismo tiempo varios
grupos funéionales tales como carboxilos, grupo carbonilo
on aldehidos y cetonas, dobles enlaces olefinicos, etc.nos
indujeron definitivamente a elegir esta sustancia para nues-
tro trabajo de ilucidar alguncs ésPectos de la constitucién

de los 4cidos filvicos.
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2.1.5 Obtencidn del diborano

Los reactivos a utilizar en esta reaccién debeh ser
recientemente preparados.

El tetrahidrofurano se destild primero simplemente,
afiadiendo después con cuidado algo de hidruro de aluminig
y litio hasta que cesa el desprendimiento de hiafdgeno, de-
jandolo estar algunas horas y volviendo a destilar de ﬁueva,
El tetrahidrofurano as{ purificado se conserva en un frasco
oscuro, con hilos de sodio, con el fin de evitar la forma=-
cién de perdéxidose

Ia diglima (&ter dimetflico del dietilenglicol) me
traté primero con hidruro célcico durante 48 horas, desti-
landose luego en vacioce

El etileterato de trifluorurco de boro se destils a
vacio con algunos gramos de hidruro célcico, adicionando pre-
viamente éter seco con el fin de asegurar la formaci6ﬁ del
etileterato. E1l producto destilado se conserva en un frasco
de color oscuro y en atmosfera de nitrégenc.

Para la obtencidén del diborano se empled el aparato
que se muestra en la fig. 35 que se compone de un matraz de
tres bocas; en, la central de¢ las cuales we ajusta un embude
de llave con presién igualada, Por otra @erlescbocas latera-
les se_introduce~nitr6geno,'miéntras qué por la tercera sale
la mezcla de este gas y del diborano oEfenido. Ambos gases se
llevan luego a un matraz de dos bocas que eohtiene tetrahidro-
furanog, quedando el diborano retenida. El nitrégeno y algo
de diborano que no ha sido absorbido por el tetrahidrofurano
se 1le;an a un tubo de ensayo, ancho con tubwladura lateral
que contiene mercurie en su fondo (vdlvula) y unos cmd de
acetona., Bata dltima sirve para eliminar el diboramo que
pudiese salir ya que eeste reacciona rapidamente con la&

acetona para flormar diisopropaoxyborano,.
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f Se utiliza un agitador magnético con el fin de mez-
~ clar bien los productos de reaccién.

Es esencial gque el aparato‘esté totalmente limpie y
exento de humedad, para lo cual cada una de sus partes ea’
lavada culdadosamente y secada deapuds dejandolo estar duran=-
te algunas horas a 100 ¢ C, montandose a contimacién el apa=-
rato mientras se pasa desde el comiénzo una corriente de ni=-
trégenc seco. Une vez instalado, y sin adicionar los réacti—
vos, se flameas con la llama de un mechero, con el fin de eli-
minar la humedad, pasando incesantemente nitrégenc y dejando
anfriar. |

| Se prepara una solucién 1 molar de borohidrurc sédico
en diglima, disolviende 7,6 gr de borohidruro sbédice en 200
ml de diglima, agitandola durante algunas horas, e introdu~
ciendola en el embudo de decantacién. En el matraz de tres
bocas se colocan 50 ml de etileterato de trifluoruro de ba-
ro; y en el matraz de absorcién 120 ml de tetrahidrofuranc.

| Sé deja gotear lentamente la solucién de borohidrure
s8dico sobre el trifluoruro de boro, produciendose immediata-

mente la reaccién

3 NaBH, + 4 BF 2 B,Hg + 3 NaBF,

3
El diborano producido es arrastrgdo por el nitrégenc y queda
absorbido por disolucidén en el tetrahidrofurane. Al finali-
zar el goteo de la solucién de borohidrure sddico, se calien-
ta durante una media hora el m traz de reaccién, con un bafie
de aceite a 60—70 2 ¢, con el fin de cbmpletar la reaccidn.

| Con las cantidades indicadas se obtiene una solucidn
de aproximadamente 1 M @e diborana que puede conservarse en
un refrigerador sin perdida de actividad durante unos dos

mesges,
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2+1.6 Determinacién del hidrégeno active con diborane

Se ha utilizado el aparato que se muestra en la fig,
ne . , Consiste de un matrgz con tubuladura latersl, al que
se ajusta un tapon de goma especial gue puede ser atravesadc
por una aguja de jeringa hipodérmica. A continuacién se en—
cuentra un refrigerante que tiene como fin condensar los va=-
pores de agua, para que estos no lleguen al matraz de reae—
cién y reaccionen con el diborane alli introducide, ya gque
esto originaria un desprendimiento de hidrégeno que no corres-
ponderia gl desarrollado por la sustancia a investigar. Por
G1timo se encuentra una bureta, calibrada desde 1 hasta 150
cn3 (pudiendose apreciar lecturas del orden de 1/4 de cms) y
recipiente de nivelacién unido por una goma a la bureta de
lectura.

La sustancila a determinar, perfectamente secada, se
pesa en el interior del matraz. Por medie de una pipeta, se
griade a esta una cantidad determinéda de tetrahidrofuranc.
Inmediatamente se une el matraz ai aparato de medida y ae o8-
pera slgun tiempo hasta que el nivel del agua del tubo de
entrada a la bureta, permanece constante. En este momento y
por medio de una jeringa hipodérmica, se introduce en el ma-
traz de reacclén y a través del tapon de goma, una cantidad
determinada de diborano disuelto en tetrahidrofuramc. Si la
reaccién es homogenea, es decir, si la sustancia a investigar
estd disuelta en tetrahidrofurano, el desprendimiento de hi-
drégeno es inmediato, completandose en un periodo.&e,tiamﬁé-ﬁ
comprendido entre 2 y 5 minutos. Se nivela de'nnavo el ngvél
de agua hasta la altura inicial, procediendose luego a la'
lectura en la buretae.

En el caso en gue la sustancia a investigar no sea

soluble en tetrahidrofurano o cualquier otro disolvente inac-
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tivo al diborano, se procede del mismo modo indicada, pero
suspendiendo la sustancia en tetrahidrofurano o trabajando
sobre el sblido sin adicién de disolvente.

En las mismas»condiciones descritas se efectua un
ensayo en blanco, cuyo resultado se resta del valor obteni-
do con la sustancia a investigar.’El volumen final obtenide
dcﬁhlé!ﬁglﬁanuiarnfiarQSIhsgb'a.eondicionss normsles (0 ¢ ¢
v 760‘mm’de presién).

Como en el caso de los dcidos fllvicos y de las frac—
ciones dializables, la reaccidn terminaba immediatamente sin
que hibiera més desprendimiento de hidrégenc (debido tal vez
a una absorcidén del diborano por los dcidos félvicos) y como
ror otra parte en prueba en blanco, a causa de la gran presién
de vapor del diborano, no se obtenia un nivel constante sino
después de largo tiempo, por lo gue los velares obtenidos no
eran reproducibles, se siguid otro procedimiento Iigeraménte
diferente, suprimiendo el ensayo en blancoe

Em tres matraces distintos, se pesaron cantidades di—
ferentes de la sustancia a investigar, ahadiendo a cada matraz
5 ml de tetrahidrofurano y 1 ml de diborano disuelto en te-
trahidrofurano. Los volfmenes obtenidos de hidrégeno se re-

- presentaron luego graficamente frente a la sustancia de parti-
da, obteniendose asi una linea recta. ILa diferencia entre cual-
quiera de dos de los puntos indica entonces la cantidad de hi-
drégeno desarrollada por una cantidad de. sustancia igual a la
diferencia de peso & gque dichos puntos corrgspondeng |

Los 4cidos hémicos pardos asi como las fracciones Do
Iﬁé y D13 fueron disueltos en dimetilfOrmamida, al no ser so=-
lubles en tetrahidrofuranoc. Aungue la dimetilfqrmamid; no es
wn disolvente inactive frente al diborano, ya que tiene un
grupe carbonilo reducible, como la velocidad de reaccién del

desarrollo de hidrégeno es mayor que la de reduccién del grupd
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carbonilo, se puede medir el hidrégeno desarrollado sungue
usando en este caso una mayor cantidad de diborano, general—
mente 2 ml., En este caso se procedid de las dos maneras antes

citados, con y sin ensayo en blanco, obteniendo resultados

perfectamente coincidentes.
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2.1.7« Reducecidn con diborano

Se realiza del modo siguiente: 500 mgr de dcidos fdl-
vicos se disuelven en 10 ml de tetrahidrofurano, adicionaﬁﬁe
inmediatamente 5 ml de una solucién de diborano en el miemo
disolvente. Con ello se desprende immediatamente una clerta
cantidad de hidrégeno aparsciendo a continuacién un precipita-
do en el matraz de reaccién. Se agita 1uago‘1a masa fuertemen -
te con un agitador magnético hasta que el precipitado se di-
vide finamente, continuando la reaccién. En les primeros en=—
sayos se dejé estar el matraz de reaccidn a la luz, pipetean-
do cada dia unas cuantas gotas del diborano sobrenadante y
echandolas sobre agua, con el fin de comprobar su actividads
Cuando esta era nula, se decantaba cuidadosamenfe y se adi~
cionaba nuevo diboranod Esta operacién fué necesario efectuar-
la cada dos o tres dias. En otros ensayos posteriores, el ma-
traz de reaccién se conservé al abrigo dé la luz en un dese-
cador, de color topacio. Con ello solo fué necesarie reali-
zar una adicién de diborano al comienzo de la operacién con-
servando aquel su actividad durante un mes, al tiempo gque la

reduccién tenia lugar en mejores condiciones.
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2.148 Consideradiones sobre el BH4Ha

Como se indicé en oiro lugar no pudde emplearse el
diborano en la reduccién de grupos carbonilec por dificultades
técnicas, por lo que usamos para este fin el borochidruro de
godioe |

Ia gran ventaja de usar este compuesto estriba en la
gran variedad de disolventes que pueden emplearse, a difersen-
cia de 1o que ocyrre con el diborano, hidruro de aluminio y
litio, etc. Por esta causa el borohidruro sédico ha sido muy
usado para reducir una gran variedad de sustanciase. Dentro de
esta clase de agentes reductores, es,sin embargo, el gue
presenta menor poder reductor en lo gue a variedad de grupos
se refiere ya que s0lo el grupo carbonilo de aldehidos y ce-
tonas puede ser convenientemente reducido. E] comportamiento
del compuesto a este respecto puede resumirse del modo si -
guiente: .

Accién del BH4Na sobre diversos compuestos:

Aldehidos - alcoholes
Cetonas » alcoholes
Clor. de &cido -» no reaccionan
Lactonas » no reaccilonan
Oxidos -+ no reaccionan
Esteres -+ no reaccionan

Ac. carboxilicos —i——-—- no se reducen
Sales, nitrilos yy
olefinas }{‘-‘"“ no reaccionan

Ia estequimetria de la reaccidn, en el caso de grupo

carbonilo en aldehidos y cetonas es como sigue

4 R0 + BHNa——» Do [B(0CHR,)]
| 4mo
NaB(CH), + 4 B,CHOH
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El agua es un excelente disolvente para el borohidru-
ro y es preferible a otros agentes si la sustancia a/raducir
es takbien soluble en dicho medioc. Sin embargo la mayoria
de los aldehidos y cetonas no son solubles en agua, s8ino en
disolventes orgdnicos, por lo que en estos casos la reaccién
debe realizarse en otro medio, siendo muy apropiado el dioxa-
no y la piridina en los gque el borohidruro sédico es estable
indefinidamente. Es de destacar, sin embargo, que la reac-—
cién ho tiene lugar en ausencia de agua (o alcoholes de bajo
peso molecular) ya que el agua toma parte en el proceso como
se indicé anteriormente.

Debido a la hidrolisis del borohidruro sédico en me-
dio 4cido o neutro, es preferible usar soluciones tan alcali-
nas como sean posibles como disolventes de dicha sustancia.

La reaccién borohidruro-carbonilo, es dependiente
del tiempo y de la concentracién. Para una buena reduccidén
se emplean generalmente concentraciones del orden de 0.05
molar con un tismpo de reaccion de 2 horas.

la temperatura es otra de las condiciones que afec-
tan la hidrolisis del borohidruro sédico. A bajas temperaturas
es mayor la estabilidad del compuesto, pero es menor la
posibilidad ce reducir el grupo carbonilo por lo gque no pue-
den emplearse teuperaturas demasiado bajas. Ia reaccién
transcurre bien en las proximidades de la temperatura ambien-
te (20-30 ¢ C¢). En estas condiciones la hidrolisis del boro-
hidruro sédico es muy pequefia y la reduccién del grupo
carbonilo es relativamente suave.

Una cuestidn muy a tener en cuenta es que la hidw-~
lisis del reactivo puede ser catalizada por ciertas sales
- metdlicas y algunas otras impurezas, por lo que es aconse-

jable trabajar con productos de la méxima calidade
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Para la determinacién cuantitative del borohidruro sé-

dico existen deversos métodos gue se detallan a continuacion.

a) Método basado en el desprendimiento de hidrégeno. Este
método estd bassdo en la hidrolisis de la solucién de borohi-
dpuro sédico al adicionar wn dcido, desprendiendose hidrdgeno

segln la ecuacién siguiente

-

Bi- @HO 4 2HO—+ 4 H + B(oH)

4 3 2 2

La cantidad de borohidruro presente se calcula a partir del
volumen de hidrdégeno desarrollado. Este dltimo puede ser me-
dido manométrica é§ volumétricamente. Algun error puede produ-
cirse por el hecho de gque no todo el gas desarrollado sea hi-
drégeho, gino quekhaya algo de 002 s Y& que una impureza co-
rriente del reactivo es el carbonato sbdico. Sin embargo,
efectuando uwna prueba en blanco se elimina esta fuente de
errors

b) Método basado en valoracién gcido-base (16).- Ia valora-

cién del borohidruro con dcido se puede expresar segun la si-

guiente ecuacién

BT 4 HO 4+ 2HO0 =4H2+B(OH)3

4 3 2
Esta ecuacidn parece sugerir gue el ién bdsico borohidruro

seria valorable directemente con un &cido fuerte peras dar lu-

dar & la formmidn del dcido Bérico. Sin aibargo no ocurre asi,

va que la hidrolisis del borogidruro se completa antes de que

ge alcance el punto final de la valoracidén. Por otra parte se

cree querla mencionada ecuacidén transcurre en dos e tapas
B, + 2 H,0 ——4 1, + BQ;

BO2 3

Por ello el método a segair consiste en la valoracidn del dci-

+ H,O ————""'B(OH)3

do bérico formado, mediante la adicién de menitol, y valora—

cién posterior con un dlcali, del complejo bérico-menitol.
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Ies bnpurezas, como borato sbédico, dan lugar & erro-
res en le aplicacién de este método, El empleo de’disolﬁenté 8
orgénicos dificultan tambien la valoracién final.
c) Método iodométrica (47 ).~ Este método es répido ¥ Seguro

¥ permite la determinacién cusntitativa del borohidruro sédico.
?érece l18gico creer que el borohidruro que es un agente reduc—
tor, redubiré al iodato potdsico, que es un agente oxidante.
El exceso de iodato se descompondrla con ioduro potédsico en
medio 4cido, valorendose el iodo formado con tiosulfato. Ia
reaccibén seris |

3 BH

4 + 4 103 ‘ - 3 302 ‘+ 4TI +6 HE?,

Sin embargo, se ha comprobado gue ia reaccién no trenscurre
~de este modo, 8ino que cuando se afiade ééido pere la formacién
del iodo y valoracién de éste con tiosulfato, en ese momento
en el quekla reaccién estd en medio dcido, el borohidrure
regeciona con el iodo liberado. Ie reaccién transcurre en

dos etapas

4107 +20 17 + 24 H30+-———-—-» 12 T, + 36 HyO

> | : +
3 By 4+ 12 T, + 30 H,0 ——=3 B(OH) + 24 T4 2L HO
3 BHy 4410, 43 HO0——=3 B(OH)344I+6520

d) Método del hipocloritb(lh).- El borochidruro sédico puede

valorarse en medio buffer directemente con hipoclorito sédico
useando rojo burdeos como/indicador. La estequiometria de la
reaccidn es como sigue A

BH, + 4 CIO” 4 130+-—~B(OH)3 140" 32 H0
El pH de la solucién es critico durante la valoracién: el ép-
timo se encuentra entre 9,6 y 10,3. A pH por encimé de 10,3
la reaccién es demasiado lenta, en tanto que por debejo de
9,6 la hidrolisis del borohidruro es demasiado répida. El pun—
to finel de la valoracién presenta alguna dificultad, ya qus'

el color final depende de la centidad de indicador ﬁtilizado,
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Por ello en procedimientos Stenderd hay que utilizar siempre

le misma cantidad de indicador.

e) Método de valoracidén potenciomédtrica.- Debldo a las
propledades reductoras del borohidruro sédico, reacciona
con agentes oxidentes, pudiendose por ello determinar por
medio de una resccion de oxido-reduccién. El permanganato
potdsico, se puede utilizar y da valores muy repfoducibles.
Se afiade un exceso de solucién de permanganate, se acidifica,
y se valora el exceso de permangenato con dcido oxélico.

Ia regccién es intentaneas, pero una valoracién diree-
ta basada en la decoloracién del permanganato no puede ser
utilizeda, ya que la reaccidén se realiza en medio alcalino,
en cuyo caso el diéxido de mangsneso formado dificulte la
epreciacién del punto final. Es necesario por ello deter-
minar el punto final potenciométricamente. Ia reaccién trans-—
curre de la manera siguiente

3 BH, + 8 Imn0O

41 65 0—=3 B0+ 8 MnO H O+ 8 OH
4 4 2 3 2 2" 2 |

De los métodos agul mencionados, escogimos el de la
determinaci n volumétrica del hidrdgene tras le acidificecién
de la solucién de borohidruro sédico. Les razones fueron, en
primer lugar, su mayor rapidez, y en segundo lugar porgue |
con ello era posible utilizar el mismo aparato empleado en
la determinacién del hidrédgeno activo nediente le reaccién
con diborenoce .

| Este wétodo ha sido utilizado con éxito en la quimica
de 1a lignina, pare la determinacién de ios grupos carbonilo.
Gierer y S8derberg (33) encontraron mediénte los datos obte-
dos a partir del consumo de borohidruro, que la lignina conte-
nia 0,4 CO/OCHB. Este trabajo fué revisado por Marton y co—

laboradores (54), que encontraron idénticos resultados al
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eplicar el mismo m étodo. Obtuvieron valdres més altos cuando

Ja reaccién fué llevada & cabo con agitacién de los productos

*
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Asimismo observaron que el punto final de la reaccién no po-
dia ser determinado al cabo de 5 horas (periodo utilizado por
Gierer y S8derberg), puesto que el contenido en CO aumentg@a
con el tiempo de reaccidn (curvas @ y b de la fig. 2) tanfo
con agitacién como sin ella. |

Puesto que el gas determinado al final de la resac-
cién es une mezcla de aire é hidrdgene, parece posible que &
la vista de tales resultados ocurriere una reacciéﬁ entre el
hidrégeno y alguno de los c omponentes del aire. Medientes di-
versos éxperimentos coprotaron gue l& mayor parte del consumo
de hidrégeno, provenia de una reaccién con el oxigeno del aire
catalizada por 1a*§resencia de metales pesados, tales como Fe,
Ni y Cr, los éuales, aungue en Infimas cantidad, se encontraban'

presentes en le lignina.
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8i el ensayo se lieva & cabo introduciendo en el aparato
de medide nitrégeno o hidrdgeno,los valores encontredos para
el consumo de borohidruro sodico son m&s bajos.Valores del
orden de 0,27-0,29 CO/bCH3 gse obtuvieron tras un periodo de
reaccidn de dos hores.En contraste con los otros experimentos
este valor permanece constente al aumentar el periodo de reac-

cidn ( curvae ¢ de la fig 2¢)

2.1.9. Determinacidn del grupo carbonilo con borohidnuro

sodico

En sendos matraces con tubuladura lateral se pesan 50 mg
de cada una de las fracciones a estudiar.Se disuelven en 2 ml d
de agua destilade ( los acidos humicos pardos y los acidos fil-
vicos reducidos se suspenden solamente en agua,por no ser solu-
’bles en este medio,pero al neutralizar pasan a solucidn) y se
adiciona NaCH 2 N para neutralizar los grupos acidos,ya que en
caso contrario se descompondria la solucidn de borochidruro so-
dico.Se adiciona luego 3 ml de una solucidn de acido borico
( 1 gr/100 ml de alcohol etllico) con el fin de essabilizar la
golucidn de borohidruro; se cierra el matraz de reaccidn con
un tapdn de gome especial y se conecta al aparato de medida
( andlego al utilizado para lad determinacidn de hidrdgeno ac—
vo con diboresho).A travds del tapbn de goms y\pof medio de uha agu
aguja de inyectar,se introduce en el aparato ume corriente de
argon pare eliminar el aire de su intérior.Se pase la corriente
durente dos hores.Al cebo de ese tiemwpo se retira la aguja de
inyectar y se ajusta a cero la bureta de medida.

llediante una jeringa se introducen a travds del tapdn de
goma 3 ml de una Solucidn de borohidruro asodico (1 gr/100 ml
de NaOH 0,1 N ) y se dejan reaccionar con la sustancia durante

dos horas.
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Tres mx periodo de reaccidn se introducen en el sisteme
2 ml de acido sulfurico 2AN, con el fin de descomponer el bo-
rohidruro sodico,recogitndose el hidrogeno producido en la
burete de medide.Al mismo‘tiempo y en identicas condiéiones
se efectua una primeba en blanco.le diferencia entre el hidro-
geno producido por esta ultime y el de la reaccidn con lae mues-
tra a investiger,indica la centidad de hidrogeno absorbida por
la sustancia en estudio. |

Los ml de hidrogeno absorbidos se llevan a condiciones
normeles y se calculan los miliequivalentes de CO mediente

las igualdedes siguientes:

1 nl de Hz'absorbido = 1,249 mg de CO = 0,0446 meq CO

2¢1.10 Consideraciones sobre el AlLiH4

Como el diborano reduce muy lentamente los acidos fulvi-
cos,hemos ensayado teambidn el mdtodo cldaico con el hidruro
de aluminio’y livio, AlLiHa. |

El hidruro de aluminio y litio,como el diborano posee la
propiedad de atacer el grupo carbonilo asi como desarrollar
hidrogeno por reaécibn con el hddrogeno activo de algunos gru—
pos funcionales orgenicos.Se emplea por lo genefal en solucio=s
nes de eter etilico y rares veces en eteres de altc punto de
ebullicidn.Normalmente la reaccidn transcurre con extraordina-—
rie repidez.le principal limitacidn pera el empleo de este
hidruro en reacciones de redaccibn estriba en la perdida de ma-
terial que se produce al intentar separar el producto reducido.

Lés siguientes compuestos organicos pueden ser reducidos

por el hidruro de aluminio y litio:
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aldehidos =———— alcoholes
cetonas emem— o alcoholes
cloruros de acidos=-salcoholes
lectonas — 5 alcoholes (glicoles)
0xido8 ————s alcoholes |
e81eres mummum——— 2.1coholes
‘&c.carboxilicos —salcoholes
nitrilos ~————wem—a. zmines -

olefings ————no reasccionan

Loﬁreﬁpgafiﬁéswcompuestos se encuentran ordenados segun su
facilidad de reaccidn con el hidruro.

In terminos generales,todo atomo dé hidrogeno unido a
un atomo de nitrogeno,oxigeno o azufre es hidrogeﬁo activo
resPectb el hidruro de alumigio y litio,reaccionando con
libreacidn de un mol de hidrogeno y consumiendo un cuarto
de mol del hidruro por hidrogeno activo.Estas reacciones
son rapides y completas,pero las sustencias ax investigar
deben de ser solubles en eter.Es una reaccidn paraiela a la
bien conocida del ioduro de metilmagnesiou( procedimiento
de Zerewitinoff),pero existen diferencias con respecto a la
reaccidn con compuestos enolizables.En general la accidn
del hidruro de aluminio y litio es equivalente a la del reac-
$ivo Ge Grignard.Los valores varien con el disolvente en el ca
caso de compuestos enolizables,pero se encuentran valores mis
pequeilos con el hidruro que con el EmEagente de‘Grignard,de-
bido quizds a que la reaccidn es mhs rapida con aquel y hay
menos tiempo para que ocurra la enolizacibn,

Lla reduccidn de aldehidos y cetonas no presenta ninguna
dificultad ,y tampnco se presentan en la reduccidn de epoxi-
dos.Los esteres son faclilmente reducidos a alcoholesjy for-

zando las condiciones (empleandos largos periodod de tiempo

vy altas temperaturas)se puede llegar & hildrocarburos,aunque
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tste no es el caso general,

Los acidos no son reducidos tan facilmente como los este es
gea porque la mayor parte de las veces se froma un precipitado
insoluble,o0 bien p rque el acido & reducir eé,con frecuencia,
muy poco soluble en eter y requiere largos periodos de reacclbn.

A pesar de todas las dificultades que Se presentan en su
manefo,el ALLil, es segun Cram ( 1j),el unico agénte capez de
reducir los acidos carboxilicos.le reaccion de reduccidn se

puede esquematizar del modo siguientes

R-COCH + A1Lil,— R-COOLi + H, + A1H3

AlLiH4

g
R—(‘? -0Li —» R-(0=0 — R~CH_.OH

2
H

lleyer ( 53 ) ha empleado diversos agentes para la reduccidn
de algunas fracciones de la materia hunice,y encuentra por el
estudio de los esPectros de absrocidbn en el infrarrojo que el
hidruro de sluminio y litdo producen los mejores resultados.

Hochstein ( 40 ) ha realizado un estudio completo sobre la
- utilizacibn ael‘hidruro de aluminio y litio en la dterminacidn
de hidrogeno activo.Sin ewbargo la seguridad en la aplicacibdn
de ®ste metodo,no parece tan buena como en el metodo del dibo-
| rano,teniendo en cuenta ademds que se requiere un aparato muy
cogplicado para le determinacibn del hidrogeno producido en la

reaccibn.
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2,1.11  Reduccidn con hidruro de a;uminig y 1itio

Se disuelven 500 mg de acidos fulvicos en 20 ml de tetra-
hidrofurano (destilado con hidruro de aluminio y litio) y se
introducen en un matrez de tres bocas.Por una de las boces
laterales y con ayuda de un embudo de decantacibn provisto
de liave,se introduce une suspensidn de 2 gr de hidruro de
aluminio y litio en 50 ml de tetrahidrofuranc ( previamente
destilado tembien con el mismo hi&ruro).Al mismo tiempo por
la otra bocea lateral se introduce una coriiente de nitrogeno,
Ton el'fin de realizar la reduccibn en ausencia de oxigeno.

Ia boca central lleve unido un refrigerante.Se deja caer len-—
tamente la suspension del hidruro sobre los acidos fulvicos
nicntres cc ogite T medio de un agitador magnetieo.Tenminada
le adicidn se deja el sistema en un bafio de ague & 60 9C duran-
tree horas y rocteriormente,durante iguai tiempo & temperatu-
re anbiente.

Al cabo de este tiempo se adiciona lentamente acetato de
etilo con el fin de eliminar el hidruro de aluminio y 1litio .
no consumido y se agita con resine cambiadora de cationes
(Dowex 50) durente un periodo de 24 hores.Por filtrecidn se
gepara la resina de los acidos fulvicos secando estos a vacio
en wn destilador rotatorio,suspendiendolos luego en ague y
Secando de nuevo a alto vaclo y baja temperatura.

Ctre variante del metodo cousistid en déstruir el exceso de
de hidruro con una adicidbn cuidadosa de acido clorhidrico,es-
tahdo sumefgido el watrez de reaccidbn en una mezcla de agua
¥y hielo,con el fin de evitar una elevacidn excesive de la tem~
peratura.Una vez eliminado el hidruro,se aflade whs cantidad
de acldo clorhidrico,lavando y centrifugendo rapidamente va-
rias veces.El precipitado resultante se agita con Dowex 50,
se filtra,seca y suspende en agua,y se seca de nuevo & alto

vaclo y baja temperatura.



2.1.12 lietodos de acetilacion

Los metodos de acetilacion permiten la determinacidn de
elc-holes primarios y secundarios,fenoles y mercaptanes,y emi-
nas primarias y secundarias.No todos los metodos de acetila-
cion son aptos pare la determinacidn de estos grupos funcio-
nales ¥y solo unos cuantos pueden userse para el estudio de
egtructuras tales como pirroles,iminas y alcoholes terciarios
(vease tabla 2 ) .El radical adjunto al grupo funcional influ-
ye gtandemente,por otra parte en la velocidad de acilacidn
y en la seguridad del metodoe.

Varios son los procedimientos gque se pueden emplear para
determinar el hidrogeno acetileble,

a) letodo de determinecion por separacion del producto
acetilados.~ En este metodo los rroductos acetilados insolu-
bles en agua se separen de lae mezcla acetilante por adicidn
de egls agente y lavado posterior.

Los procedimientos pars la determinecidbn del grupo aceti-
lo en el produoto obtenido se pueden dividir en tres grupos
1) detefminacion ael agente de aaponificaCibn,es decir,hidro~
lisis aloelina y valoracidn del exceso de alcali no utilizedo,
2) hidrolisis acida o alcalina seguida por la separacion del
acido acetico liberado por destilaci'on o filtracidn,3) trens-
esterificacidn a etil o metil acetato,posterior saponificacibn
& determinacidn del acet:co liberado.

En la aplicacion de cualqulera de estos tres netodos parea
determihar el grupo acetilo,es conveniente réalizar una prueba
en la muestre original,ye que la presencie de oster puede dar
lugar a falsos resultadOS.

Generaluente este metodo no se‘utiliza pers analisis de
rutina,ya que consume mucho tiempo.Llos errores que se ypueden
presentar son los siguientesseliminacidn incompleta del agente

acetilante por lavados defectuososjhidrolisis de los esteres
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por excesivos iavadosjpresencie de acidos grasos gque reaccio-
nan con el agente acetilante para dar lugar & anhidridos que
son relativamente estables a las aguas de separacidn y léva~
dox pero gue son hidrolizados durente la determinacidn de-
"los grupos acetilojy por uitimo los errores que aoompaﬁanv
a la determinacidn del grupo acetilo.

b) letodo del exceso de agente acetilante .-Este metodo

implica el uso de anhidridos de acidos o cloruros de acidos
como agentes acetilantes.Dlespuds que 1a“reaccion de‘écetila-
cidn se'completa,el exceso de agente se hidroliza con agua

y la solucidn resaltante se valora con alacali.Se debe de
‘hacer una correccibn si la muestra original tiene grupos
acidos,.

Una variante de este metodo consiste en adicionar,des—
puds del periodo de acetilacidn,una cantidad determinade de
N-metilaniline,y valorar el exceso de esta (que no ha reac-
cionado con el exceso de anhidrido) con acido perclorico.la

reaccibn es como sigue:
R-CH + A020~————-9R—0A0 4+ AcOH
AcCo + CH3~HN-C6H5—————bCH3(OAC)N—06H5‘+ AcOH

c) lMetodo de determinacion del acido volatil formedo.=-

Este metodo aplica especificamente el msto de cloruros de

acidos de alto peso molecular.la reaccidn es como sigues
R-COC1 +'R'-H-—-——~EFCOR' + ClH

el cloruro de hidrogeno se destile de la mezcla y se condu-
ce mediante aire o nitrogeno dentro de agua o alcali,valoran—

dose la solucibn resultante con alcali o acido respectivamen-

te.
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El hidrogeno acetilable es equivalente al cloruro de hidro-
geno determinado. |

d) Metodo de determinacion del agus.- Este metodo esth

basado en la determinacibdn de la cantidad de ague formads
durante el proceso de acetilaéibn;con el reactivo de Karl
Fischer.El punto final se puede determinar o visuBdmente
o0 por umetodos electrcmetrioos.

Para la aplicacion de este metodo existen dos ﬁrocedi-

mientos:

1l d) ecetilacidn con acido acetico y trifluocruro de

boro: este proceso esth basado en la reaccibn siguilente:

R-CH + CH3—COOH-———>CH -COOR + H20

3
el equilibrio se desplaze hacia la dereche por empleo de un
gran exceso de acido acetico.Despuds de la reaccidn de alla-
de piridina para anular el efecto catalitico del F3B,y de
esta menera el metanol del reactivo no se esterifica.El agua
producide de determina mediante el reactivo Karl Fischers

2 d)_sacetilacion con anhidrido acetico v piriding : des-

puds de la reaccidn se tratae la solucidn con una determinads
cantidad de agente hidrolizante y el agua remaenente se valo~-

re con él citado reactivo ( 59 ).

¥l netodo b) de acetilacidn arriba citado ha sido em—-
pleado por leyer ( 53) que encuentra que el contenido de

grupos acetilo varia con el tiémpo de valorecidn (fig n2 3 )



Fig. n? 3

El metodo c) antes referido no puede ser aplicedo al estudio
de la materia humica por les conddciones de trabajo que re-
quiere,em especial el empleo de altas temperaturas,y por el
caracter acido de acuella.,El metodo d) que emplea el reactivo
Karl Fischer debe rechazarse en nuestro ceso ya que la nmete-
ria humica consume iodo,obteniendose por lo tanto resultados
falsos,.

En nuestro trabajo se eligid por estas razones el metodo
a) que lieva a calo la separacidn del producto acetilado y la
determinacitn de acetilo en la muestre separada.Aunque la mez-
cle acetilante mes comim es la de piridina:anhidrido acetico,
en nuestras experiencias no pudo ser empleada,ya que COmMO Ppro-
ducto final producid une mesa pardo oscura,que se hidroliza
facilmente en el lavado con agua,obteniendose el mismo tiempo
un rendimiento muy bajo.

Se extremaron las precauciones parsa éVitar los inconvenien-
tes sefialados anteriormente para este metodo,comprobando la
eliminacion total del agente acetilante,lavando con eter de

petrdleo con el fin de impedir la hidrolisis y realizando
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numerosas determinaciones de los grupos acetilos.

En concreto el método se 1llevé a cabo del modo si -
gulente: i
20 mgr. de los dcidos fdilvicos solubles en tetrahidroefurano
se hicieron reaccionar durante 5 horas con 10 ml. de anhidrido
acético (destilado sobre me rmol) calentando en bafio de aceite
e 60 2 C durante 5 horas. Como comprobacién de que durante
ese tiempo no ocurria ninguna descarboxilacién del anhidrido,
se calentd éste en condiciones ifdénticas, pero en corriente
de nitrégeno pasando luego el gas a través de wn frasco que
contenia una solucién de hidroxido bdrico con el fin de re-
coger el posible énhidrido carbénico producido, valoréndése
al cabo de las 5 horas con dcido clorhidrico 0,1 N usando
fenoftaleine como indicador. Se efectud tambien una prueba
en blanco, comprobandose que no se producie ningun 002 al
ser los dcidos filvicos acetilados en estas condiciones.

Al cabo de 5 hores, los dcidos fdlvicos estaban en
solucidn, teniendo ésta un‘color pardo oscuro. Se filtréd a
través de wn filtro G-4, lavando éste Gltimo con algunes por-—
ciones dé enhidrido acético (la filtracidn se llevd a cabo
éon el fin de separar los dcidos fdilvicos que no hibieran
ido en Soluoién, lo cual no fué el caso). Ia solucién colo-
reada se dejé enfriar y se afiadié a una mezcla de agua y
hielo, agitandose e continuacién con el fin de hidrolizar el
éXCGSO\de anhidrido acético. Se dejd estar duranfe algunas ho=-
ras en un refrigerador. El precipitado obtenido de color pardo -
claro, fué separado por filtracién, y lavado varias veces con
agua destilada, hasta que dsta no did reaccién dcida. la solu—
cién acuosa no presentaba ningun color, lo cual fué'comprobado
con un espectrofotémetro Colman, usando agua destilada como
prueba en blanco, indicando que el proceso era cuentitativoe.

El precipitado se disolvié en una pequefia centidad de acetona,
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recogiendose cuantitativamente, La écetona fué destilada y
los dcidos félvicos acetilados se disolvieron de nuevo en
acetona y se precipitaron con eter de petféleo. Este dltime
precipitacién se llevd & cabo en un tubo de centrifuga. Se
centrifugd y se lavd repetidas veces con eter de petrdleo y
por Gltimo se secd el producto durante algunas horas en un
desecador al vacio de una trompa de agua.

Los dcidos félkvicos reducidos se acetilaron de la
misme menera, pero se adicionaron unas gotas de acidos sulfi-
rico concentrado con el fin de catalizar la reaccién, proce-
diendose posteriormente de la misms manera que con los dcidos
fllvicos originales,

Con las fracciones dializades, se procedid de un modo
andlogo, pero se comprobd que al adicionar la soluciédn coio~
reada sobre la mezcla de agus y hielo y al dejar gedimentar
al cabo de unos minutos,‘el agua btenia wm ligero éolor, que
con el tiempo aumentaba en intensidad, lo cual indicaba una
desacetilacién. Por ello hasta llevar las fracciones en so—
lucién de anhidrido acético se procedid del modo indicado
pero en lugar de adicionar sobre aguz y hielo, se precipité
en eter secn, dejando estar algunas horas, filtrando a través
de un filtro G=4 lanvando con varias porciones de eter seco
v procediendo a continuacidn como en los casoe anierioress

Los dcidos himicos pardos se acetilaron como en el

caso de la fraccién soluble en tetrahidrofurano.

2e1le13. liétodos de metilacidn

Ie determinacién de los grupos funcionales de la mate-
rie hfmied: se hs efectuado tembien por metilacién selective
de los diferentes grupos. Este proceso se ha llevado & cebo

casi excluslvamente, sin embargo, en los comienzos de la inveg-
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tigacidén de dichos grupbs.

Entre\los agentes metilizantesfﬁés utilizados7se encuen-
tran lbs siguientes: diazometeno; sulfato de metilo; metanol-
cloruro de hidrégeno y ioduro de metilo.

El diazome tano reacoionarmés o menos rapidamente con
los hidréxidos genélicds vy los grupos carboxilos pare dar lu-
gar & metileter y metilester respectivemente. Puede tambien
reaccionar con el grupo enol, formando el correspondiente eter.
Para algunos autores (ng los grupos hidroxilos de caracter no
dcido de la molédcula de algunas fracciones’de le mterie himi-—
ca no'ée dejan me tilizar por el diazometano. Sin embargo se
encuentran casos en la literatura, donde los grupos hidroxilos
alcohflicos pueden experimental en ciertos casos una parciel
eterificacibn, |

El sulfato de metilo reacciona, practicemente con todos
los grupos hidroxilos (fendlicos, alcohdlicos y carboxilicos?}
pero enmedio alcalino no reacciona con los grupos dcidose.

Tanto el cloruro de metilo como el ioduro de metilo se
han empleado en algunas sintesis orgdnicas. Sin embargo su po—
der de metilecién no es muy conocido. E1l ieduro de metilo se
emplea con méds profusibdn por su facilidaed manejo, uaahdbse gaé
neralmente en presencia de éxido de plate que actua como cate—
lizadore |

Como ya se ha indicado, todos eéfos‘agentea se han usa@o
en la determinacién de grupos funcionales de la materis himice,
pero Segun Kononowe (hh) su empleo estd sujeto & considerable
error, ya que ninguno de ellos es especifico para un grupo deter—
minado. En nuestras experiencias se han usado indistintemente .
todos ellos, como comprobacidn de reaccionesfdiversa& aunqué su
emnpleo y seguridad estd sujeto a varios factores como temperatu~
ra, tlempo de reaccidn, etc.

Se sigulendo principaluente dos métodos para metilar
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los dcidos fdlvicos y las fracciones dializadas. Uno de los
procedimientos, con diazometano, se efectud de la siguieﬁte ne-
nera: 200 mgrxde dcidos fllvicos solubles en tetrahidrofureno,
fueron suspendidos en 10 ml de eter seco, efiadiendose a conti-
nvacién 20 ml de uma solucidn de dimzometano en eter, agitando
y dejando estar en uh refrigerador. Diarismente y durante 8
dias, se adiciond nueva contidad de diazometano y se agitd de
vez en cuando. Al cabo del tiempo indicado, se destild el eter
v el diazometano en un destilador rotatorio a vacio. Los dcidos
félvicos se disolvieron en poce centidad de cloroformo seco
. ¥y se pasaron por un filtro G—4 con el fin de eliminer el poli-
wetileno formadoe

Se concentrd la solucién hasta algunos‘c.c. y Se pre-
cipité en eter de petrdleo. Se redisolvid y precipitéd varias
veces, la Ultime vez en eter de petroleo en tubo de centrifuga
lavando repetidemente con eter de petrdleo seco y secando a va-
cio durante algunes horas. Se obtuvieron umos écidos fllvicos
metilados de color emarilio claros

Para metiler los écidos félvicos con iodudd de metilo

y 6xido de plata, se siguié el proceso siguientes 1 gr de dcides
filvicos, se disolvid en 5 ml de dimetilformamida. A esta ®o-
lucién se afisdiron ¢ ml de ioduro de metilo y 0,5 gr de éxido

de plata. Se agitd esta suspensibn durante 15 hores cubriendo

el matraz de reaccién con papel de estafio para eVitar la accidn
de la luz. Al cabo de este tiempo se filtrd la solucién, se
precipitd en eter de petroleo y los dcidos fdlvicos metilados

S8e secaron e vacioes |

Obtencién del diazometanoe.— 1l gr de nitrosometilure-

tano se lavaron en filtro G-4 con unos 100 ml de ague heladaj
8e secaron posSteriormente y se introdajeton en un matraz de
1000 ml, adicionendo por las paredes 1l0C ml de eter seco, pa—

re arrastrar el nitrosometiluretano que hibiera permanecido
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en ellas, I@spués ge afladieron cuidadosamente 30 ml de una so-
lucibn de potasa al 40 %. Se cerré el matra® inmediatamente,
destilandose el diazometeno junto con el eter, al calentar el
matraz en bafio de agua a 50 ¢ C, Se recogif en wm mteez er-
1ehmeyer que contenie 50 ml de eter seco ¥y que e staba sumergi—
do en una mezcla de hielo carbdnico y acetona. A la solucién
de diazometano en eter, se color amarillento, se afiadieron unas
cuantas lentejas de hidréxido potdsico y se conservd en un re-

frigeradors

21,14, Determinacidén de la acidez total con hidrdxido bérico.

50 mgr. de cade una de las fracciones a estudiar se

pesaron en tubos de ¢ entrifuga de 250 Ml provistos de tapones
‘que ajustaban perfectamente. A continuaciéh'se aiiadieron 10

ml de agua destilada, agitando suavemente hasta llevar los

50 mgr a solucién ( con excepcién de los dcidos hémicos pados
que fueron suépendidos en le misma cantidad de agua ). Poste-
riormente y en corrientes de nitrégeno se afiadieron 40 ml de

une solucidn de hidrdxido bérico 0,1 N apardciendo inmediata-
mente un precipitado. Con gren cuildado y rapidez se dejé de
pasar nitrdgeno y se cerraron los tubos de centrifuga que

 se agitaron luego durente 18 horas. Al cabo de este tiempo

ge centrifugaron obteniendose una solucléy debilmente colorea-
da en todos los casos y un precipitado kla sai béfica de las
fracciones). Se pipeted una parte alicuota, 20 ml, y se valord
con. fcido clorhidrico 0,1 N usando fenolftaleins como indicadore.
Al mismo tiempd y en andlogas condiciones se efectud une prueba
en blanco. Ia diferencis entre el valor obtenido en esta Glti-
ma y el que resultd en la Valoracién de las muestrgs de la acidexz

total, aplicendo la férmula siguiente:
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ceCe consumides x normalided del cRorhfdrico x vol.totel 1000
vols. parte alicuote x peso en mgr.

que nos da el valor en meg/gr.

2.1.15. Deteruimacidn del grupo carboxilo en ascetato bdricoe

| 50 mngr de cada una de las fracéiones a e studiar se
pesaron del modo indicado anteriormente y se disolvieron en
10 m1 de agua destilada. £n corriente de nitrégeno, se afiadie~
ron entonces 50 ml de una solucién de acetato bdrico 3 N. Se
agitd durante 18 hores y por dltimo se centrifugd; De la solu-
cién sobrenadante se pipeted wna parte alicuota, 20 ml, que
se valord con hidrdxido sddico 0,1 N potenciométricemente. Apli-
cando le misme férmula, que pare la determinacidn de la aci-
dez total, se obtuvieron los miliequivalentes de carboxiloe

por gramo de sustancia.

2.1.16. Obtencién de los espectros ultravioletas (UV) & infra—
rrojo (IR).

Espectro ultravioleta (UV). 5 mgr de los dcidos fdlvi-

cos originales se disolvieron en 25 ml de una solucién buffer
de borato, & pH 1l. De aqul se pipeted 1 ml que se 1llevd me~
Glante el mismo buffer hasta 25 ml.

Del mismo modo Se procedid con los dcidos fdlvicos re-
ducidose

La wedida se efectud desde 215 hasta 600 p enw fo-
témetro espectral FQ II, de la firma Zeiss.

Espectro infmrrojo (IR).~ Los espectros de absorcién en
el infrarrojo faeron realizados en bromuro potdsico, en un apa-
rato Perkin Eluer n? 21, de los laboratorios de Quimice Orgdni-

ca del Politecnico Tederal de Suiza, Zirich.
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| Los endlisis elecentales fueron efectuados en el Mikro-
analytisches Iaboretorium in Hax-Planck-Institud fur Kohlefors-
chung, IYlheim (Ruhr),Alemania. |



RESULTADOS Y DISCUSION
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2.2, RESULTADOS Y DISCUSION

Como se indicd enteriormente se ha estudicdo la frac-—
cién sollible en tetrahidrofuremno (THF) de los dcidos fdlvicos
de un Podeol, asi como diversas fracciones, ontenides por dia-
lisis de los acidos fdlvicos extraidos con dcido clorhidrico.
Al mismo tiempo se ha estudiado la fraccién de dcidos hémicos
pardosSe |

Los endlisis elementales de la fraccién estudiada se
éncuentran en la table ne 3,

| la valoracidn de los dcidos félvicos solubles en THPF
en medio a cuoso con hidréxido sédico da lugar & uns curve in-
diferenciada (fig. ne¢ L ) en donde puede considerarse que a
pH 8,5 se encuentren neutrelizados tanto los grupos carboxi-
licos, como los hidroxIlos de cardcter dcido, obteniendose

un valor parsa el peso equivalente dcido de 155,

Fig; ne 4 .- Curva de valoracion de acidos fulvicos
' solubles en THF,con NaOH 0,1 N,
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Las centidades que se obtivieron de las distintas fracciones

por dialisis se indican en 1a tabla ne 4

Tablae noi4
Fracciones dializables de dcido fdlvico AF - ClH (20 gr).

T Horas G Remdimiento  Demeidad éptica
Fracciones  Dializa- 450 m E 1%
, cidn en gr 1l cm
Dy 1 0,772 9,5
D2 16 3,709 10,0
D, 19 0,623 10,3
D4 65 5,220 ‘ 11,7
Dy 73 0,608 13,2
Dg 88 0,800 13,8
D, 121 1,137 16,6
Dg 137 0,761 18,3
Dy 184 0,637 18,4
D, 328 1,009 19,9
D)y 383 0,924 23,0
Dy, - 412 0,556 25,4
D5 resto 24202 28,5
AT - - - 20,0
AHP - - 64,0

En todas las fracciones se determind el peso molecular,
por empleo de une solumna de Sephadex ( 51). Ias curvas encon-
tredas se muestran en la figura ne .

En abecisas se representan los nililitros eluidos de
la columne y en ordenadas le densidad Sptica medida a 465 .
Se observa que a medida que el mdximo se desplazayhacia 1s.
izquierda, es decir, que elvméximo de absorcidén aparece antes
en el eluato, aumenta ei peso molecular de la sustancia. El
Sephadez consta de pequefios granulos de caracter hidrofilico,

formados por el polisacarido Dextran. Este consiste en una red
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tridimensional formada por cadenas de polisacaridos. Si el
Sephadex se encuentra disperso en una solucién salina,fla
custancia a investigar puede moverse libreuente & través

de la red estructural en los granos del gel. Pera sustancias

Fig. n® 5 .- Curvas de determinacion de los pesos
moleculares de las fracciones dializa-
das,por medio del Sephadex.
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con gran dimensién molecular, la difusidn a través de los gre-—
nos se ve restringida segun la porosidad de la red de tal ma-
nera que las grandes moléculas no pueden pene trar en el inte-
rior y son por tento mds pronto eluidas, en tento que las de
menor dimensién molecular penetran por difusién y son poste-
riormente eluidase.

Todos nuestros experimentos han sido previamente com-—
parados con sustancias modelo, antes de ser e fectuados en el
material bajo estudio. Lstas sustanclas modeio no han sido
elegidas al azar, sino a la vista de los resultedos obtenidos

por diversos autores (52 11, 78 ) al degredas diversas frac-

’
ciones de materia hémica con dcidos y dlcalis, obteniendose una
variedad de polifenoles y dcidos benzolcarbénicose.

Al mismo tiempo se han estudiado diversas sustancias
que han sido empleadas como elementos de partida para la forme-

cién de dcidos hifmicos sintéticos.

" Para la determinecién del hidrdégemo activo se han em=—

pleado las sustancias modelo que se incluyen en la tabla n¢ 5,
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Tabla ne 5

Sustanclas mad elo utllizadas para la determinacidn de h1droge~

maTmamramro = =
mamouosEmER sEomEmmesTaTETENAN IR EI IR ST e T I TR 2 A

Sustancias Disolvente Peso Tipo de Hj, ‘desa~ aotivo en $ ~
en mg reaccien rrellado P@actioa Teprico

Pirocate~- THPF-5 ml 110 Homogenea 46 ml 41,8 40,9
quins THF-5 ml 102 » 41 ml 40,1 40,8
THF=-5 ml 14 » 30 ml 40 5 40, 8
Resorci~- THF=-5 ml 110 Homogenea 44 ml 40,0 0,9
na THF-5 ml 80 " 33 ml 41,2 9
Hidroqui- THF-5 ml 125  Homogenea 51 ml 40,8 40,9
nona THF-5 ml 94 » - 38 ml 40,4 40, '8
Florogu- THF-5 ml 124 Homogenea 66 ml 53,2 53,9
cina THF-5 ml 70 » 57 ml 52,8 53,3
Ac,3,4-di~ THF-5 ml 130  Homogenea 57 ml 43,8 43,6
hidroxibenz THF-5 ml 105 », 46 ml 43,8 43,6
AG.2,4=di= THF-5 ml 120 Homogenea 52 ml 43,3 43,6
hidroxibenz
Ac.3,5-di~ THP-5 ml 145 Homogenea 63 ml 43,4 43,6
hidroxibenzeTHF-5 ml 80 » 35 ml 43,7 43,6
Ac.vanilli- THF-5 ml 150 Homogenea 40 ml 26,6 26,6
0o THF-5 ml 92 » 24 ml 26,0 26,6
Ac.p-cuna~ THF=5 ml 102 Homog enea 28 ml 27,4 27,2
rico THF=5 ml 130 ” 35 ml 26,9 27,2
Ac.o-cuma- THF-5 ml 142 Homogenea 39 ml 27,4 27,2
rico THP-5 ml 83 » 23 ml 27,7 27,2
Quinona  THF-5 ml 93  Homogenea O ml 0,0 0,0
Ac.bengzoi- THF-5 ml 112 Homogenea 20 ml 17,8 18,1
co THF-5 ml 71 » 13 ml 18,4 18,1
Grndenis mP-5ml 120  Homogenea 39 ml 32,5 32
nona THF=5 ml 75 » 2% ml 32 32
Ac. muco- THF-5 ml 130 Heterog. 41 ml 31,5 31,5
nico THF=-5 ml 85 no 27 ml 3137 31,5
ake.isofta- THF-5 ml1 140  Heterog. 38 ml 27,1 27
1ico THF~5 #1 118 no 32 ml 27,1 27
Ac.cafei~- THPF=-5 ml 164 Heterog. 38 ml 27,8 27,7
co THF=5 101 " 28 ml 27,6 27,7



Todas estas sustancias fueron previamente secadas &
40 ¢ C y alto vacio, con pentdxido de fésforo. Como Se observa
en la tabla el desarrollo de hidrégeno concuerda exactemente
con el valor esperados. | |

Ia eliminacién dé ague en las muestras es muy impor—
tante ya que el diborano reacciona con el ague pare dar lugar
e un desprendimiento de hidrégeno segun la ecuacién siguiente:

BoHg 4+ 6 Hy0 — > 2 B(OH)3 4+ 6 H2

pero inmediatemente ocurre une reaccién entre el dcido bérico
v el exceso de diborano dando lugar a la formacién de un mpl
de hidrébgeno por Cada grupo OH del dcido béricoe

En la serie de sustancilas modelo investigadas, el
desarrolio de hidrégeno ocurrid de una menere rdpida y cuanti-
tativa, y le reaccién se terminabe al cabo de unos 5 minutoSe
Observamos sin embargo que la reaccién transcurria mejor cusn-
do el agua absorbida de la muestra no era eliminada, teniendo-
se por consiguiente que hacer uma correccidn finel correspon-
diente al hidrégeno desarrollado por este agua, que era deter-
minada por pérdida de peso.

En todos los casos es necesario efectuar une prueba
en blanco, puesto que el tetrshidrofurano (a pesar de ser re-
destilado verias veces)contiene siempre una cantidad de agua,
que se ihcrementa con el tiempo, y el matraz de reacclén con-
tiene siempre algo de humedad ,

Como se observe en la tabla precedente, la reaccidn
transcurre homogenea y heterogeneauente, es decir, cuando la
sustencia se encuentra en solucién y cuando se encuentra solo
suspendide en algum disolvente. En toda la serie de sustaﬁciaa
probadas no se observé al final la presencila de ningum.preéi-,
pitado;y’solo al cabo de mucho tiempo, se observaba wna pequefia

opalescencia.
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Al mismo tiempo de estar nosostiros efectuando eetas ex-
periencias un trabajo (5(9 confirmeba nuestros resultados. El
nétodo descrito es exactamente andlogo al empleado por noso-—
tros, solo que la determinacién de hidrégeno se efectus meno—
metricamente, necesitandosekparabellotxlpx@vio calibredo del
aparato. La precisién de este método es del mismo orden que
la del empleado por nosotross

Al efectuar los primeros ensayos con la fraccién de
dcidos fdlvicos, se observd la formacién de un precipitado
ten pronto como comenzaba la reaccidén con diboranocs

En wm principio se pensd que esto era debido a la for-
macién de un organoborano, por reeccién con los dobles enlaces
que pudieran estar presentes en los dcidos fllvicos. Sin embar-
go al realizar la experiencia con la fraccién de dcidos fhlvi-
cos acetilados o metilados, se observd que no ocurria el co-
mienzo la formscidn de ningun p recipitado y que éste solo apa-
recia ai cabo de algun tiempo, variable segun el grado de meti-
Recién o acetilacién de la muestra. Por ello se llegd a la con-
clusién que el precipitado era debido a la formacién de un
producto de wunién del diborano con grupos OH (tento hidroxilos
como carboiilos) de las moléculas de dcidos félvicos no apare-
ciendo con las fracciones metiladas o acetiladas porque en
ellas estos grupos se encuentran protegidos en su mayor parfe.
Una vez que el diborano reacclona con los grupos esteres o
éteres, aperece el precipitado.

Une vez realizada la adicién de diboranoka la solucién
de dcidos félvicos en THF se comprobd que el precipitado pardo
gue se foruaba inmediatemente absorbia una gran’oantidad de
reactivo. Esta circunstencia se demostrs por el hecho de gque
si al cabo de una media hors se tomaba una porcidén de las so-
luciones claras sobrenadantes y‘se trataba con agus, ocurria

solo wn ®quefio desprendimiento de hidrbgeno. Por el contrario
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el precipitado produciae una gran cantidad de este ga8 -par adi-
cién de agues, indicando que una gran parte del exceso de di-
borano permanecia absorbide sobre el producto sbdlidoe

Como al mismo tiempo se efectuaba una prueba’en blanco
con el fin de descontar el hidrégeno producido por la humedad
del THF y del matrez de reaccién, y como en esta prueba no
existia precipitado alguno que absorbiere diborano, éste d1timo -
reaccionaba @n mayor rapidez con las trazas de humedad del di-
solvente y del matraz. Como &l entrar el hidrégeno producido
en esta reaccibén del desarrollado por la muéstra problemea, po-
diria introducir algun errbr, gobre todo 81 el tiempo de reac~
cién de esta Gltima no era duficientemente largo, se decidid
suprimir la prueba en blanco, realizando las determinaciones
con fres pesos diferentes de dcidos fﬁlviéos, disueltos siem=—
‘pre en la misme cantidad de THF ¥ eiiadliendo en todos los casos
la misme proporcidén de reacbiﬁo en exceso (1 ml de la solu-
cién de diboranoc). Los valores obtenidbs se encuentren en la

tabla ne 6,

Tabla ne 6

Hidrégeno desarrollado en la resccidn de deidos fhlvicos secos
al aire con diborano

S e o o S S R e S T T S B e A ST s I S e e S g e ST e S s et

. Hidrégeno
‘peso en mgr ml de THF ml de BH3 tiempo deéiirollado
10 5 1 5 min, 25,85
20 5 1 5 min, 31,00
30 5 1 5 min, 36,2
==============:===zz===========n======z=====:======:=m========

8i estos valores se lleven a una gréfica se obtiene

le linea recta que aparece en la figura ne 6.
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e 20 30 mg

Fig. n? 6 Hidrogeno desarrollado en la reaccidn de
geidos fulvicos secos al aire con diborano

Como puweue observarse los tres valores obtenidos coin-
ciden perfectamente en una linea recta, lo que permite conocer
el hidrézeno deserrollado por la muestre & partir de la diferen-
cia entre cualguier pareja de los que figuren en la gréficas

Como el aguas produce hidrégend al reaccionar con el di-
borano y como la experiencia anterior sge realiz con la mues—
tre secada al aire, hay que sustraer del resultédo obtenido la
cantidad de hidrégeno correspondiente al contenido en agua del
material, En ensayos realizedos por otros aubores ( 93) con di-
versas fracciones de la ma teris hﬁmica, el agua fué elimineds
por caelentamiento a 105¢ C.'Sin embargo nosotros hemos compro—
bado que a esa temperatura tiene luger une lente decerboxila-—
cidn de los dcidos fﬁlvicos; por lo que la determinacién de
‘agua se efectud a 40 2 C y alto vacio, con pentéiido de fésfo-

ro (enteriormente se coiilprobd que en estas condiciones ni se



88

descarboxllen lrs dcidos félvicos ni cambien lés propiedades
fisicas de su molécula (57 ).

Con los dcidos filvicos asi secados se determiné el
hidrdégeno activo, con el fin de comprobar si la diferencia en
la cantidad de hidrdégeno producido respecto & la del me terial
seco al aire estaba de acuerdo con el'conienido de humedad de
éste Gltimo. Los valores obtenidos se encuentren en la tablae

ne 7 y se representen en la figura n2e7 .

Tabla ne 7

Hidrégeno desarrollado en la reaccién de dcidos fdlvicos
desecados con diborano o

R B e B R B e A o T T S e B s B B T B T e B S 2 S T T s e S I s S S T I AR S e IS S S S s
: Hidrégeno
peso en mgr. THF en ml BH3 en ml  tiempo desagiallado
10 5 1 5 min. 23,4
20 5 1 5 min. 26
30 5 1 5 min. 29
e e e R B B B o T e e S e e e S e D B e S e e S e R R I SR S S S T S S S SR AR

~ hmfro;mo m/ ~
[

N

Fig. n? 7 .- hidrogeno desarrollado en la reagcion de
acidos fulvicos desecados,con diborano
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CA partir de esta grdfica puede conocerse como en el
caso anterior; la cantidud de hidrégeno desarrollado por wm
peso conocido de sustancia.

A partir de estos datos pudo comprobarse que ls canti-
dad de hidrégeno producido en la reaccién dél meterial desecea-—
do, coincidib exactamente con el desarrollado por el peso copres-
pondlente de’ sustancla geca al aire, une, vez descontado el
que se debe a la reaccién con el agus contenido en la muestre
en estas ﬁltimds condiciones (contenido de agua = 8,75 %).

Ia‘tabla ne 8 contiene los dat03~de~hidr6genorprodup‘
cido por fracciones de dcidos félvicos (oblenidas por didlisis)

secadas al alre, el reaccionar con diborancs

Tabla no 8

Hidrdgeno desarrollado por diversas fracciones de dcidos f0l-
vicos en reaccion con diborepo

e e e S EEm =S ms SR R SR
Fraccién pemo en mgr THF en ml EH3 en ml tiempo gzsgiiolla

D, 20 5 1 5 min., 31

D, 35 5 1 5 min. 38,75

Da 50 5 1l 5 min. 46,5

Dy 20 5 1 5 min. 31

D4 - 35 5 1 5 min. 38,75

Dy 50 5 1 '3 min, 46,5

D, 20 5 1 5 min, 29,75

Dy 35 5 -1 5 min., 36,5

Dy 50 5 1 5 mine 43,25
e e e i T o T R T S SR S S I S s S

les rectas obtenidas se encuentran en las fig. ne8

9 y 10 respegtivamente.
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C4bT

HIOROS £ NG zntﬂ
W
. 5,

10 20 30 40 50 77

ig. n® 8 .-Hidrogeno desarrollado por la fraccién Dy
con diborano

ob

HIORGE £ NG zvt/
W
*»

0 20 30 40 50 g

Fig. n? 9 .- Hidrogeno desarrollado por la fraccidén
Dh con diborano
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&b

W
&

hdfo;eﬂo mw

10 20 30 «0 50 ~ Mg

Fig. n® 10 .- Hidrogeno desarrollado por la fraccidn
Dn con diborano

~ Como las fracciones Dig» Dip ¥ D13 (las fracciones
intermedias no se estudiaron por la pequefia cantidad de que
se disponia) no eran solubles en THF, el estudio hubo de rea-
lizarse en otro disolvente, habiendose elegido & este fin la
dimetilformemida (DIF) despues de numeroSos ensayof. Aunque
este disolvente nb es inerte al diborano ya que tiene un gru-
Po cerbonilo susceptible de ser reducido, la velocidad de de—
sarrollo de hidrégeno es mayor que la de reduccién;'por lo
que con una adicién mayor de diborano pudo ser utilizado. Tam-—
bien se determind el desarrollo de hidrégeno en estas frac— |
cilones, suspendiendolas en THF, y aunque Bad necesario un
periodo mayor de reaccién los resultados obtenidos concordaron
perfectamente con los que se obtenian en dimetilformemide. Ee-

tos 6ltimos‘se resumen en les tabla ne 9,
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Tabla ne g

Hidrdgeno desarrollado en la reaccién con diborano de diversas
fracciones de dcidos fdlvicos

‘ hidrdgeno
Fraccién Peso mgr ml IMF ml BH3 tiempo deséiiollado

Do 15 6 2 5 min. 21
Dig 30 6 2 5 mine 27,5
D, 45 6 2 5 min. 34
Do 15 6 2 5 min. 30,2
Dy, 30 6 2 5 min. 37,4
312' 45 6 2 5 min, - 44,6
Dyq 10 6 2 5 min, 27,5
Dy, 20 6 2 5 min., 32
313 30 6 2 5 min. 36,25

la representacién grdfica correspondiente, que se
omite por rezdén de breveded,de asimismo lineas rectas.

Idéntico ensayo se efectud con la fraccién de dcidoes
htmicos pardos. Al igual que las fracciones Do - D13 los
dcidos fdlvicos los dcidos hfmicos solo pudieron solubilizarse
en INF. Ia reaccién se llevé a cabo tembien en este disolvente
vy sobpe la suspensidn de la sustancia en THF ohteniendose re-

sultados perfectamente concordantes en ambos casos. Los

valores obtenidos en IMF se resumen en la tabla no 10.

Tabla ne 10

Hidrdgeno desarrollado en la reaccién de dcidos hiémicos pardos
con diborano

e R T B B R e e e S S e s e T L B S e S S e e S T R A R R S I S T e e

, ~ hidrégeno
Fraccidbn peso mgr. wl INF ml BH3 tiempo desarrgllado
m
ao;hﬁm.par. 15 6 2 5 mine 28
id 30 6 2 S min 33,25

id 45 6 - 2 5 min, 3845
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Todos los ensayos referidos se realizaron sobre mueah‘
tras desecadas sobre PZQB en las condiciones antes referidag y
sobre material seco al aire, obteniendose resultados concorden—
teg una vez tenido en cuenta el hidrégeno p#oducido por reaccién
del diboreno con el agua contenida en el material en estas @Gl-

timas circunstancias,

"En todas las fracciones equi sefialadas, se determind
la‘acidez total por medio de la reaccidn con hidréxide bdrico.
Para ello se agitaron las muestras con una solucién de hidré-
xido bérico durante alcunes hores (segun se indicd en el lu—
gar correspondiente) valorando luego con dcido el exceso de
hidréxido que no fué neutralizado por el materiel y celculando
con auXilic de une prueba en blanco el nimero de maé/gr~consu~
midos. Los valores obtenidos junto con los datos de hidrégemo

desarrollado se muestran en la tebla ne 1P,
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Como én el caso del desarrollo de hidrégeno, las
sustancias mollelos utilizadas pura la reduccidn fueron elegi-
das tomando como base la naturaleza de los productos obtenidos
en la degraaacién de sustancias humicas, o la de aquellas uti-
lizadas con més frecuencia para la formacidn de dcidos himicos
sintéticos. |

Aunque existen algunos datos en la literatura ( g )
acerca de la reduccidn de diferentes sustancias oggénicas pdr
diborano, se han repetido algunos de estow ensayos con el fin
de comprobar y poner a punto el método = emplear en nuestro
trabajo. A este respecto pudo observarse que la velocidad con
qué ocurren_estas reducciones ho corresponde exactamente con
los datos publicedos. Algunas sustencias, comd el écido benzoi-
COo, necesitaron un per{odo de varias horas para la reduccién com
pleta. A medidas que aumentaron los sustituyéntes'en el nﬁcleo,
la reduccidn transcurria de un modo mds lento; asi el dcido saw-
licilico necesitd un gran exceso de diborano y un periode de
algunas horas aunque ni siquiera en estas condiciones fuera
completa la reduccion, como se comprobo por el estudio cromato-
gréfico de los productos’resultantes-

La serie de dcidos dihidroxibenzoicos, neoesitarcﬁ
de 20 a 24 horas para sgser reducidos completamente.

A causa de estos largos periodos de reduccién, no
fue posible determinsr la cantidad de hidrogeno adsorbido por.
la molécula {quedaria una idea de los grupos carbonilos redu-
cibles) dato que se estimaba de gran interds ya que en primera

k3 * 3 I3 Pl
aproximacidn y junto con los valores de desarrollo de hidrogeno
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Reduccidn de sustancias modelo con diborand

Sustancia tiempo de reaccidn rendimiento

2 horas 30%

Acido benzoico ‘
, g v 95%
2 horas 50%
Acido salicilico " T0%
16 95%
2 horas 30%
Acido p-cumarico’ g o 60%
16 95%
2 hoeas 30%
Acido cafeico g T0%
16 95%
2 homas 20%
Ac.3,5-dihidroxi- g . n 50%
benzoico- ,
24 95%
2 horas 30%
Ac.3,4~-dihidroxi- g 60%

benzoico ‘ ‘

. 24 ® 95%
Ac.purpurogalico 1 hora ?
Quinona 0.5 hora 100%
Timoquinona 0.5 hora 100%
2y5=dihidroxi-

guinona 0.5 hora ?
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permitiria diferenciar entre los grupos carbonilos en cgrboxi-
lo y grupos carbonilo en cetonas, alémidcé ¥y quinonas.

Las sustancias ﬁodelo'reduoidas se indicen en la
tabla n® 11 .

Los &cidos, & excepcién del dcido purpurogélico, no
presentan cambios dé color al ser reducidos,pero las quinonas,
se decoloran inmedistamente al reaccionar con diborano. Esta
décoloraciéﬁ dura un periodo de tiempo variable: la benzoquino-
na tan pronto gumo se adiciona agus para eliminar el exceso de
diborano comienza a colorearse nuevemente de amarillo; la timo-
quinona reducida permahece incolora algunos dias incluso en con-
tacto con el aire y la diduroquinons no experimenta cambio de
color en la reduccidn. ,

Un caso interesante esg el de ls 2,56dihidroxiQuinona
que al reaccionar con el diborano d4iod luger & toda une serie
de colores ahélogos a los observados por Zetsche y'Reimhardt
( 95) en la reduccidn de losadidos himicos con amalgame de so-
dio: la suStancia, que presenta un color pardo oscuro en solu~
cidn, pasa 8 un azul intenso tan pronto se pone en contacto
con diborano, para tomar luego un colbr verde oscuro al ser agi-
tada en el aire, pasando finalmente a verde claro, amarillo y
por UWltimo al color original.

Se eromatografiaron el producto‘azu; ¥y el producto
final. El primero al ponerse en contacto con el disolvente de
cromatografia, se hidrolizé, dando lugar a las mismas sustencias
que el producto final. En el revelado del cromatograma se obtu-
vieron dos manchas que no pudieron identificarse por carecer
de sustancias modelo, tratandose probablemente de producto de

polimerizacién o de los tetraoxigfenoles.
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Fig. n® 13 espectro de adsor01on en el infrarrojo de la mues-
tra orlglnal. gcidos fulvicos solubles en THF.

La fig. n?2}13 representa al espectro de adsorcion en
el infrarrojo de los acidos fulvidos solubles en THF. ’

Teniendo en cuenta los estudios efectuados en la qui-
mica del carbon y de la lignina, las bandas gque aparecen pueden
ser atribuidas con bastante §robabilidad a los grupos qﬁe se

. . . 7
mencionan & continuacion.
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Interptetacién

3.0
3.3
3.4
5.8
5.9
6.0
6.25>

OH asociados
Grupos CH aromaticos
Grupos’CH ealifaticos
Grupo C=0

Grupo C=0

Enlace C=C

Anillo aromatico

Anillos aromaticos conden-
88408 .

CHZ alifdticos y &rupos
CH3

Grupo CH3

Posiblemente ~C~O y/o
C=0=C

Esqueleto policiclico
aromstico

Sin embargo como indicamos anteriormehte (pég. 21)

sbélo el grupo carboxilico ha sido claramente puesto de mani-

fiesto en la banda que se presenta a 5.85}@.

A la vista de los resultados obtenidos con las sustan-

. ) " . . ’
cias modelo, se realizd la #educcioén de la fraccidn de acidos

fulvicos solubles en THF, dejandolos estar durante dos dias en

contacto con diboreno, eliminando este al fin del periodo de

reaccidn por hldrollsls y realizando sucesivas adiciones de al—

cohol metilico para eliminar el acido bérico como eter metilico.



100

Fig. 1) Espectro de,aﬁsorcién en el infrarrojo de la fraccion

»

de acidos fulvicos solubles en THF, reducidos & B2H6
durante 48 horas.

Ye observa una disminucidn de la banda de absorcion
a 5,85}}381 como la aparicién de otra banda a 3.5 ®os esta Ul-
tima puede atribuirse a OH, asociados, aunque esta hipétesis no
estd demostrada.

Como la banda més interesantie de estudiar y oﬁéervar
es la de 5.85 [ es decir, la que corresponde & la presencia
de grupos carboxilo, se efectué une nueve reduccidn aumentando
el periodo de reaccion a une semans, efectuando a continuacidn
las mismas operaciones ya indicadas con el fin de eliminar el

4cido bérico que podris interferir en la obtencidn del espectro
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Fig. 15 Espectro de @bsor01on en el infrarrojo de la fraccion
de acidos fulvicos solubles en THF, reducidos con
BH3 durante uns semane.

IR. EL espectrogramas correspondiente del producto obtenido se
muestra en la fig. 15 .

Si se exceptia el hecho de que la banda de 5.85rk
ke disminuido un poco més que en el caso anterior, no se ob-
serva ningun obtro cambio notable en este espectro.

Para comprobar por otro iado el efecto de la reduc-
cidn, une parte de la sustancia tratada con BQHG durante una
semans se acetilo con anhidrico acetico, determinandose poste-
riormente el contenido en scétilo. Se ennontrd que éste ers
del orden de 22.42 % en tanto que en el material orgginal ace-

tilado en las mismas condiciones es de 13,35 %. La diferencisa
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Fig. 16 bsgectro de absor01on en el infrarrojo de la frac-
cion de acidos fulvicos solubles en THF, reducidos
con AlLiH4

representa un contenidé adicional de 2,4 meq/gr. de grupos
acetilebles en los acidos fulvicos que fueron reducidos durante
uns semana. Este hecho represents una comprobacion lograda por
un medio diferente al hasta ahora utilizado {(9%), de que al me-—
nos parte de la banda a 5;85 F, se debe a la presen01a de gru-
pos carbonilo en la molécula de los dcidos fﬁlvicos. Estos gru-
pos carbonilos son reducidos a alcohol por el diborano con lo

que pueden ser luego aceltilados.
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El resto de la absorcidn = 5,85’Aque todavie permene-
ce en el espectro que se muestra en la fig 15 spuede ;%%dbuire
8e a quinonas que aunque serian reducidas:por el diborand vol-
verlan a oxidarse nuevamnente,ccmo ocurrid en el caéo"de les :
giMinonas modelo antes refer#do. |

In vista de que al cabo de una semana de rediccidn
de los acidos fulvicos,no era couplete (& pesar de que en la
bibliograflie existente al respecto se indice que la velocidad
dé esta reaccidn de reduccidn del grupo carboxilo es muy gran-
de),se ensaybkla reduccidn con hidruro de aluminio y litio
que hablia sido ya utilizado ( 53 ) al parecer cdn éxitokén‘
la reduccidn de acidos hlmicos. B

El espectro correspondiente que se muestra en la
fig 16 ,indica qugogl tratamicnto con hidruro de esluminio y
litio desaparece casi por completo la benda de 5,85,;.Sin
embargo pudo observarse que el contenido en cenizes del ma-
terial resultente era muy superior al del material originel
vy al del producto de la reduccidn con diboreno.Pare aclerar
esta cuestidon que atribulamos a la presencia de aluminio y
litio en la sustancia obtemida,se efectud la reduccidn en
las mismes condiciones pero el exceso de AlLiH4,s¢ elimind
por adicidn culdadosa de acido clorhidrico y lavados poste-
riores del’producto reducido con este mismo acido.El conte-~.

- nido en cenizas quedd reducido al 2%.Un nuevo esPectrb de
infrarrojo del material resultante despuds de los lavedos,
que se nuestra en la fig 17,indica.claramente que no he te-
nido lugar ninguna reduccidne. |

Al reducir pues con AllLil,,lo que se hable consegui-

do era la sal de sluminio de los acidos fulvicos.
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FPig. 17 Espectro de absorcidn en el infrarrojo de
acidos fulvicos tratedos con AlLiH,; y lava-
dos con acido clorhidrico.

Paba comprobar esto ultimo,precipitamos acidos ful-
vicos con 013A1 a pH entre 3 y 4,theniendo,el esPeqtro de -
infrerrojo de la sel resultente ,que Se muestre en la fig 1%
Puede observarse que este espectro‘es identico al de la

fig. 16.
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Fig. 18 Espectrp de absppcidn en el infrarrojo de
la" sal de Al de los acidos fulvicos.

In consecuancia puede concluirse gee tanto en el tratamien—

3Al,la formacidn de la sal de Al

de los acidos fulvicos origine un desplazamiento de la ban-

to con AlLiH4 corno con Cl

de de 5,85)}- a la regidn de 6,1/0\ y 7,2/ucon lo que el es~
pectro se asemeja al del materiel que huvbiera sufrido una
verdadera reduccidn.

En vista de este resultado se efectud una reduccidn
experiencia con diborano,aumentando el ticmpo de reaccidn
& 4 semanas.Al cabo de ese tiempo se decantd el diborano,se
a..adld agua,se destild el resto de THF y,para eliminar el ac?

acido borico,de dializd durente una semaena (de esta maners
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Fig. 19 Espectro de absorcidn en el infrarrojoude
acidos fulvicos despuds de 4 semanas de
reduccidn con diborano

el rendimiento es meno®,puesto que una fraccidn,les de menor
peso wmolecular,pasa a traves de la membrana,pero los acidos
fulvicos se encuentran totalmente libre de acido borico).El
espectro de infrarrojo de este meterial se muéstra en la
fige 19 »

Se observa que la banda correspondiente & la absor-
cidn del grupo carboxilo ha desaparecido en su mayor parte

permaneciendo solo un pequeilo resto,que como se indicd en

otro lugar podria atribuirse a las guinoneas.

N
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Fig. 20 .Espectro de absorcidn en el infrarrojo de
la sal dodica de los acidos fulvicos.

Si se estudia el espectro de infraerJOidé la sal
sbdica del material original (fig. 20),se observa que existe
tambisdn una pequeifla absppcidn a 5 85,& qde no puede atribuirse
a los grupos carbnx1lo,ya que estos han sido neuﬁralizados
’(banda desplazeda a 6, lfky T, Z)L ) |
No obstante la banda que se observa a 5, 85)Aen la flg.lg
es mayor que la corre8pondiente en el esPectro de infrarro-

jo de la sal sbddica ( fig.20 ).

i
i
4
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Los ensayos anteriores de reduccidn,se efectuaron a
la temperatura ambiente y con el matrez de reaccidn expuésto
e la luz.Cada tres dias fud necesario realizar una nueva adi-
cidn de diborano,ye que este &e descomponlia al cabo de este
tienpoe. | |

Como se indicb'en otro lugar;el diborano es esteble
a 0 eC,en tanto que & temperatura opdinarie se descompone
lentamente.A 0 oC,sin embargo,no tiene lugar la reaccibdn de
reduccidn.

Como la reaccidn de descompbsioibn podla ser catalié
zade por la luz,efectuamos otros ensayos en las mismes con-
diciones de temperatura,pero quitando el matraz de reaccidn
de la accidn de la luz,conservandolo dentro de un desecador
de color topacio y en 1a'030uridad.Al cabo de una sSemana se
tomd una parte del precipitado,se hidrolizd y dializd,obte-

niendose el espectro de infrarrojo gque se muesira en le fig.

ne 21

" : 2 . 2 Y 1 P

4 5 -6 7 €. 3 w

Fig.21 .Espectro de abspwcidn en el infrarrojo de
acidos fulvicos despuds de la reduccidn con
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Si se compara este espectro de infrarrojo con el rea—
lizado tras la reduccion durante 4 semenas & ls luz (fig.ig Yy
se observa que el grado de reduccidn alcanzado es en ambos
casos idéntico.Nuevas experiencdas en unutiempo de r eaccidn
de tres semenas (durante las cuales no hubo necesidad de afia~
dir”nuevo diboreno), ¥y en la obscurided, eliminando luego el
exceso de diborano y realizando uma didlisis posterior, die-
ron un producto cuyo espectro de infrarrojo se encuentra en

la figura 22 .

é,u 3 : ¢ 5 . 6 7 8 9 16

Fig. 22 .~ Egpectro _de absorcién en el infrarro&o de dcido
vico despues de la reduccién con diboreno

4 semanas a la oscurided
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Comparando egte ultimo espectro dé infrerrojo,con
el de la‘sal sbdica del material original (fig. 295’),se ob-~
serva que la banda de 5,85 F.ha sufrido wne diéminucién im—
portante en ambos casos. No obstante permanece todavia un
resto de absorcién que no pudo eliminerse a pesar de nuevos

aumentos del periodo de reduccién.

En el producto asi reducido, se determiné la acidez
por medio de reaccién con hidréxido bérico (como enteriormen-—
te en el material original) obteniendose en este caso un ve-

lor de 4,4 meq/gr (véase la tabla no e

Se obtuvo también el espectro de absbrciéﬁ:a.la luz
ultraviolete del material original y del reaultanxe~é§spu§e'
de la reduccién don diboranoc. Ambas gréficas y la difereneia |
en sbsorcidn entre ellas se encuenira en lea figura;n§‘2j,l,

obieniendose en ambos casos curvas indiferegciadas gin-médxi-

mos ni minimos.
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Fig. 23 .- Espectro de ultraviolete de dcidos fllvicose y de la
, misme sustancie despuds de la reduccién con dibo-
rano (obteniendose en buffer de borato pH 1ll).
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A causa de la difwcultad que representa para la me-
dida de la absorcién de hidrdgeno, el tiempo excesivo que
se requiere para la reducecidén con diborane, se reaiizd esta
determinacién empleando el borehidrure sfdico BE,Ne, sustan-
cia referida en la bibliografia de 1os agentes,redueteran,dal
grupo carbomilo y en la determimacién cuantitative del mis~
mo en una gran serie de cetonas, aldehidos ¥ quinonas, como
se indicé en otro lugar, /

Como en casos anteriores, antes dé emplear el reac-
tive en la reduccidn de los &cidos félvices, ensayamos y
comprobamos su accién en una serie de sustancias modelae

Los resultados se muestran en la tabla nt 13 .

Tabla ng 13

Reduccidn de sustanciass modelo con BH4 Na.

Suatancia peso mg. tiempo H, absorbido H, absor/mel

v Quinona 55 90 min 12,5 ol 1
Morina 60 60 min 4,5 ml 0,98

2,5-dihi-

omaatT 5 90 min 2,5

o o v dton gre nce o e T
SEpmEmosaresoome eyt pe o ST S A T DT RS EREREET =3 -1~ 2 341 g 33

Tos valores obtenidos para las primeras sustancias
estdn de acuerdo con lo que era de esperar, pero la 245=3i=-
hidroxiquinonafpreaenta un comportamiento andmalo, con un
consumo excesivo de hidrégeno. Este fendmeno has side ya
citado en la bibliégrafia (82) y atribuido a la hidrogena-
cidn de los dobles enlaces de la sustancige

Ios resultados de la reduccién de lea fraecién de
dcidos félvicos solubies en THF, asi como de 1os,produ¢tos

dializados se muestran en la tabla ne xlh .
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DISCUSION FINAL

Como se mostré en la tabla ne 11 , el contenido to-
tal de grupos hidroxilo determinados por reaccidn con hidré-
xido bérico, y el de los encontrados por reaccién con dibora-
no es idéntico, hecho que debe atribuirse a lé ausencia de
hidroxiles alcoholicos en la molécula de los &cidos fél-
vicos (fraccidn soluble en THF), asi como en las fracciones
obtenidas~por didlisis,

En estas dltimas y a medida que aumeniavel peso mo-
lecular pusde observarse una dismimicién en el nfmero de
grupos activos al diboranoc (tabla ne 1.}, un asumento en el
contenido en hidroxilos acetilables y una disminmicién en el
de carboxiles. El nfimero de grupos carboxlle determinado por
" diferencia entre los valores de hidrégeno active encontrados
por reaccidn con diboranc y los grupasyhidr&xilos acetilables,
disminuye fuertemente. Ia diferencia entre los valores deter-
minados por este medio y los hallados por reaccién con ace-
tato b4rico, son cada vez mayores, sobre todo en las ﬁltimas
fracciones, donde el contenido en hidroxiles es tambien gmwan~
de. Aungue no ha‘podido ser comprobado por otros medios
este hecho puede ser debido & la reaccidén de otros grupos
hidroxile de caracter dcido con la sal de bario lo cual re—
presentaria una limitacién del método del acetato bdrico en
sustancias que contengan muchos grupos de esta naturalez&.

lComo se mostrd anteriormente la presencia de grupos
. carboxilo ha sido tambien puesta de manifiesto por reduccién
de los 4cidos félvicos y estudio de los espectros infrarro—
Joe

Cuantitativamente existe una buena correlacién entre
el contenido en carboxilos determinados por el método del

acetato bérico ( para la fraceién soluble en THF) y el ha=
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1lado a partir del andlisis elemanﬁal del material original
y de la fraccién reducida ( table n2 15). Al redﬁgir#e el
grupo carboxilo, tiene lugar la pérdida de unvétomp de oxi—-
geno y la ganancia de dos 4tomos de hidrégeno al pasar a
alcohol. BEn la tabla n215 se encuentran el andlisis ele-
mental de la fraccién original (AF), y le fraceién reducida
(AFR), asé como el de esta ltima referido a un contenido en
carbono igusl al del material original (AFR&), puesto que la
cantidad absoluta de este elemento no va#ié-en la reduccién.
Mediante el m&todo del acetato bérico se encusntra
un valor de 7,8 meq/gr; y a partir de la pérdida de oxf{genc
o de la ganancia en hidrégenc (en ambos casos) 7,5 meq/gr.
Por andlisis del prcducto reducido y ecetilado se encuentra
un contenido en hidroxilos de 9,4 meq/gr (tabla n¢ 15). Si
se resta de este valor el némerc de meq. de OH encontrado
en la fraccidn original tras la acetilacién, (3,6 meq/gr),
resulta un valor pafa el contenide en grupos carboxile de
548 meq/gr. Pbr otra parte si se tiens en cuenta que me-
diante el borohidruro sédico se ha determinado un grupe
carbonilo, hay que corregir de nuevo ese valor en un meq/gr.
con lo que resulta un contenido final de 4,8 meq/gf. devgru~
poe carboxilo. Este valor es algo bajo en comparacién eén;el
obtenido a partir de los otros datos (7,5 meg/gr), lo que
puede deberse a una acetilacién insuficiente del producto re=
‘ducido por el alto contenido de OH acetilables de esta sus-

tancia.
Un resumen de estos datos y los cédlculos de grupos

encontrados es el siguiente:
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; ‘ , mequr'
1) Grupos OH totales hallados a partir del hidrégenc ‘
desarrollado con GiDOTBNO .eeeeceecsesccscsces 11,7
2) Acidez total medida con hidroxido bdrico .;....¢§ 11,9
3) Grupos hidroxilos encontrados por acetilacién en
el material original cEeesseseebesrtrsestseies 346
4) Grupos carboxile calcilados & partir de la pérdi;
48 de OX1ZENO eesesscescccsscscsssssssssscssnsce T45
5) Grupos carboxilo calculados a partir del aumento;
de hidrdgeno secessesscesssccscssscssscsssssnsss ~7
6) Grupos carboxilo hallados por el método del ace-
810 DAYiCO cececcscsssccccccscsoscscsensenccense T8
7) Hidroxilos totales despues de la reduccién de la
| SUSTANCia ceseecesesssssscsccccvotscccccsccncs 94
8) Acidez total despues de la reduccibn seeeecscccsss 4,4

9) Grupos carbonilo determinados por borohidruro sé-

J1CO ssecesesencccssscscssonssscsssssssccssnss , 1

Grupos hidroxilo
1) - 4) = 4,2 meé/gr
1) = 5) = 4,7 "
2) = 4) = 4,4 v

2) = 5) =4,9 ¢
1) - 6) = 3,9 "
2) - 6) = 4,1 ¥
3) = 3,6
8) = 4,4 *

Grupos carboxilo
1) - 3) = 8,1 meqg/gr

’2) - 3) = 8,3 "
1) - 8) = 7’3 "
2) = 8) =T,5 ¢
6) = 738 "
4) = 7,5 "

i
-

5)
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Grupos carbonile

mediante BHgNa 1 meg/gr.

Una nueva determinacién del grupo caﬁbbnilo en la sus-
tancia ya reducida con borohidruro sédico dif un resultado
negativo, '

oxfigeno etéreo

Se ha determinado por diferencia entre el oxigeno to-
tal y el oxigeno que se encuentra en los grupos funcionales.
Asi, para un valor de 4,8-7,5 meq/gr. de grupos carboxile,
3,6 meq/gr. de grupos hidroxilo y un meq/gr. para el grupo
carbonilo se encuentran en total de 14,1-19,6 meq/gr de oxi-
geno en tales grupos, es decir, de 50,5-70 % del oxigeno to-
tal presente y gquedan por tanto de 8,7-14,1 meq/gr., es decir,
de 30-4¢,5 % de oxf{geno que puede encontrarse en forma de
oxigeno etéreo.

uinonas.

A lo largo de todo el trabajo hemos observado dife—
rentes pruebas a favor y en contra de la existencia de grupos
gquinoideos.” 4si, tras la reduccidn total, se metild total=-
mente el proaucto reducidal(como se demostré al no haber
ningun desarrollo de hidrégeno al efectuar la reaccidn con
diborano) y el contenido en metoxilo fué identico al del ma-
terial original totalmente metilado.

Los 4cidos fdlvicos tras la reduccidén son algo menos
coloreados que & producto original, aungue ambos materiales
muestran un espectro de ultravioleta practicamente idéntico
(fig. n® 23 ). Ambas gréficas muestran una pequefia diferen-
cia (véase figura n? 23 ,yurva inferior) cuyo méximo se pre-
senta para una longitud de onda que corresponde a la méxima
absorcién para el grupo C = O aungue eate efecto puede atri-
buirse igualmente al grupo carboxiloe. Por ello las teorias
de Zetsche y Reinhardt ( g95) y Forsyth (35)de que mediante
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la reduccién de los dcidos félvicos se puede poner de mani-
fiesto la presencia de guinona,no ha podido ser comprobado en
nuestro trabajo. | |

Una fraccién de dcidos félvices que fueron previamente
reducidos durante una semana se disolvié en metanol midiende
luego la absorcién de lusz (,hés ’L) realizando idéntica me~
dida en soluciones en metanol de la fraccién original, de

una fraecién metilada y de una fraccidn metilada y luego sa-
ponificada. '

Se pasé despuds una corriente de aire durante dos
Semanag por todas las soluciones, repohiendo el metanol eva-
porado. Al cabo de ese tiempo se volvid a medir la absorci&n
de luz observandose que mientras gue en los otros productos
la absorcién fué identiéa a la observada primitivemente,
en los 4cidos fdlvicos reducidom experimenté un aumento del
20 %, lo cual puede atribuirse a una reoxidacién de los gru-
pos carbonile,(quinona ?). Por Gltimo la pequeﬁa‘handa que
permanece a 5,85 g, tras la reduccién puede debsrse asimismo
a grupos guinoideos. .

En todo caso y & la vista de los resultados obteni4
dos, la presencia de grupos quinoideos en la molécula de la
fraccidn de 4cidos fhlvicos debe ser minimae | |

3 anflisis de boro en la fraccién reducida puso de
manifiesto la no existencia de dobles enlaces olefinicos en
la estructura de esta fraccién.

Para todas las fracciones se determinéd el oxigeno
restante u oxigeno en el esqueleto (tabla n2 14 )}columna
8) mediante la sustraccién del oxigeno que se pncuanira en
los grupos funcionsles,del oxfgeno total (columna 7) expre-
sado en meq/gr. Este oxigeno en el @queleto aumenta desde
3,5 meg/gr rasta 13,4 meg/gr. en la fraccién Dq3e Ello in-
dica que en esta €ltima fraccién cerca del 50 % del 6xigeno

de la moldocula no se encuentra en los grupos funcionales
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Como se observa en la tabla n@ jj columna 11, la re—
lacién C/0 en el esqueleto varia entre 3y 8,5 Una relacién
C/0 de 6, 4 y 3 darfa lugar a 2, 3 y 4 enlaces etéreos res-~
pectivamente en el manomero hipotético de la molécula. Ia
fracci&g D, presenta un valor que equivaldria a menocs de
2 enlaces etéreos. Estos dos casos extremos nos pareéan im-
posibles, en tanto que los valores de lés otras fracciones
estdn dentro de limites admisibles.

De un modo endélogo a como en la quimica del Carbon
(87) y en la quimica de la lignina(l7) no se ha establecido
una formulacién definida, sino que se ha referido siempre
una unidad monomerica (C9 para la lignina), estimamos que
seria correcto y conveniente un proceder angalogo en la qui-
mica de la materia hfimica, aplicando estadisticanente los
valores encontrados. En este sentido proponemos para la
fraccidn de fcidos félvicos solubles en tetrahidrofurana

la giguiente unidad:

PALNOYA

\ ~0)

=0 (o9
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CONCLUSIONES o |
1) Se ha realizado el estudio de la materia hﬁmiea,dei bhori-
zonte B de un podsol (Nante).

Despues de la eliminacién de los restos de plantas y
animales, se extrajo el suelo con ClH 1 N durante 24 horas
a 42 C. la fraccién de dcidos fhlvicos se precipité como sal
de hierro a pH 4; se eentrifugé, lavé y dializé hasta guedar
libre de cloruros. La suspensién se‘traté con resina de
cambio (DcweX‘SO forma H&) durante 24 horas y posteriormen-
te se pasé por una columna de la misma resina, obteniendose
los dcidos félvicos al estado libre. Por Gltimo fueron seca-
dos a vacip y baja temperatura.

Se obtuvo un rendimiento del 40 % de la materia orw
génica. E1l producto estaba libre de hidratom de carbono; el
contenido en Nitrégeno era de 6,8 % y de cenizasm de 0,6 %.
| Los‘éciaos félvicos se extraperon, 3 Veces, éon te-
trahidrofurano libre de agua, se centrifugaron,kconcentraron
y precipitaron en 9 veces su volumen de éter. La fraccién
precipitada se filtré, lavé con &ter y secé. Se obtuvo un

rendimiento del 68 % del total extraido en el pérrafo anterior.

2) Una parte de los 4cidos féibvicos asl obtenidos se dia-
1izé en agua durante 3 semanas, obteniéndo las fracciones

Dy hasta Dy3. Se determiné el peso molecular de éstaa frac-
ciones por medio de una columna de Sephadex. El peso molecu-—
lar de la fraccién soluble en THF resulté ser del orden de
5.000 y el peso molecular de las fracciones dializadas se

ancuentra entre 2.000 y 10.000C.

3) Todos los métodos fueron especialmente desarrollados con
la fraccidn soluble en THF, determinandose:

a) el hidrdégeno activo con diborane
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b) El grupo carboxilo por reduccién con diboranc determi-
nando el contenido en tales grupos a partir del: au-
mento en el contenido de hidrégeno, dismimmeidn en

'él de oxigeno y sumento del nfmero de grupos acetila-~
bles. ;

¢) El gempo carbonilo por reaccién con borohidruro sédico.

d) la acidez por valoracién con NaOH 0,1 N hasta pH 8,53
el grupo carboxilo a travéds de la reacciédn con ace~
tato blrico y la acidez total con hidroxido béricos

e) los grupos hidroxilo mediante acetilacién con anhidrido

acldticoe

4) A partir de los datos experimentales obtenidos puede
concluirse que la mayor parte de la acldez de los 4cidos fél-
vicos se debe a los grupos carboxilo presentes, siendo ime-

probable la existencia de hidroxi-quinona y enoles.

5) la cantidad de grupos carboxile disminuye desde la frac-—
cién Do hasta la Dy3 (12-2;9), es decir a medida que aumenta

el peso molecular.

6) Ia diferencia entre el contenido en grupos carboxile
hallado a partir del hidrégeno producido en la reaceién con
diborane y el obtenido por reaccién con acetato bérico en
las fracciones dializadas aumenta desde la Do a la D43 4 es

decir, como aumenta el peso molecwlar,

7) El contenido en grupos hidroxile en las fracciones dia-
lizadas aumenta con el peso molecular de las mismas desde

2 a 5,6 meqg/gr.
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9)

10)

11)

12)

13)
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El contenido en grupos carbonilo permenece constante en

todas las fracciones siendo del orden de 2,4 meq/gr

El contenido en grupoe OH neutraliza¥les con Ba(OH), y el
de grupos OH activos gl diborano es idenﬁico,lo que de-

muestra la no existencia de hidroxilos alcoholicos.

En la molecula de los acidos fulvicos no existen dobles

enlaces olefinicos que puedan ser hidroborados.

21 numero total de grupos OH acetilables tanto en la mole-
cula de los acidos fulvicos solubles en THF como en lasg
fracciones dislizables es:
req/gr
AE‘..0.0I..'..-.I'.' 3,6

D2 P20 PO PCEEEPIEOEOIESEEOES 2,0
D4 CIC AT B B A N B X A N 3,4

D"] ® 8 9 8 & ¢ 2 O & PSS e s 0SS 3,5

DlOnoooonooooooooooO 4’,4‘
Dlz-‘tnoaoo-.-po-oto 4‘,9
D]_Booougotoooocooooo 5’6

El numero total de grupos carboxilo déterminados ﬁor per-
dida de oxigeno o garancia de hidrogeho en ia fraccidn de
acidos fulvicos tras la reduccidén con diborano es de

7,5 meq/gr ; y el de grupo carbonilo hallados con boro-

hidruro sddico es de 1 meq/gr.

La fraccidén soluble en THF después de la reduccidén con di-
borano experimenta un cambio notable en algunas de sus
propiedades,tales como solubilidad,acidez e higroscopici-

dad,
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14) Para la fraccidn de acidos fulvicos solubles en THF ee

propone la unidad monomerica siguiente:

COOK (14
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