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ABSTRACT

This work reports a comprehensive characterization study of refractory
organic matter forms including the so called Black Carbon (BC) in reference
materials and recent marine sediments from the Gulf of Cadiz (South West
Iberian Peninsula), by using elemental analysis and spectroscopic and
chromatographic techniques. Marine sediment samples were collected in the
Southwest Atlantic coast of Spain, a site of geological and environmental
interest. A two step procedure, consisting in a chemical oxidation with sodium
chlorite of the demineralised sediments followed by integration of the aromatic
C region in the remaining residues by solid-state *C Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) spectroscopy, was used to estimate the refractory organic
matter (ROM), including BC, in marine sediments of the area under study.
Measured contents of BC-like material ranged between 3.0 and 45.7 % of total
organic carbon. Higher relative BC contents were found in riverine sediments
close to urban areas, showing an input of anthropogenic organic material. The
BC-like material content in the offshore marine sediments (5.5-6.1 %) were
well in the range to values previously reported for this kind of samples.
However, NMR and pyrolysis-GC/MS of the isolated ROM reveals that

abundant refractory aliphatic organic material remains in most of the marine
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samples after chlorite oxidation. We suggest that this pool of aliphatic carbon
may play an important role as a stable carbon pool within the global C cycle.
This work also includes a new methodology for BC quantification by using
thermogravimetric techniques, which was successfully applied in most of the

reference samples.
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(“cross polarization- magic angle spinning”)

DSC: Calorimetria Diferencial de Barrido (“Diferential Scaning Calorimetry’)

eV: Electron voltio

FT-IR: Espectroscopia de infrarrojo mediante la transformada de Fourier
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Capitulo 1: Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 EL CAMBIO CLIMATICO GLOBAL

Con la emision de dioxido de carbono (CO,) y otros gases, las
sociedades industriales vienen modificando la composiciéon quimica de la
atmosfera desde hace mas de un siglo. Desde finales de los afios 50 del
pasado siglo, la sociedad ha ido tomando conciencia de los riesgos asociados
a este fenomeno y de sus probables consecuencias desastrosas para la vida
sobre este planeta. A pesar de ello, las sucesivas reuniones del comité
mundial de expertos del panel para el cambio climatico (IPCC) realizadas en
Villach (Austria, 1985), Kyoto (1997), Buenos Aires (1998), Bonn (1999) o
Paris (2007) no han conseguido que se adopten acciones globales concretas
para enfrentar el problema. Al contrario, actualmente y en la mayoria de los
casos, los paises pobres con ingresos per capita anuales de menos de 200
USS$ son los mas afectados por el cambio climatico a pesar de emitir s6lo el
3,2 % de la emision global de gases de efecto invernadero, frente al 75 %
emitido por los paises del grupo G7, con un ingreso per céapita anual de
20000 US$ (Informe de Naciones Unidas, 1999).

Recientemente han aparecido iniciativas importantes para alertar
sobre la gravedad de este problema, como el informe “Stern Review on the
Economics of Climate Change” (2006) encargado por el Ministerio del
Tesoro Britanico a Nicholas Stern, en el que se hace especial hincapié sobre
las consecuencias econémicas y humanitarias del cambio climatico. A nivel
nacional es de destacar el Plan Nacional de adaptacion al cambio climatico
que fue aprobado por el Consejo de Ministros el 6 de Octubre de 2006, y que
ha sido realizado con el consenso y colaboracion de los organismos publicos

estatales, comunidades autéonomas, gobiernos municipales, interlocutores
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sociales y ONGs, lo que puede darnos una idea del elevado grado de

concienciacion que el problema genera también en Espaiia.

1.1.1 El efecto invernadero

Parte de los gases presentes en baja concentracion en la atmosfera no

son sensibles a la iluminacion por radiacion de onda corta proveniente del
Sol, sino que absorben energia en longitudes de onda larga o infrarroja
proveniente del sistema terrestre. Esta absorcion de radiacion de onda larga,
se traduce en un aumento de la temperatura en las capas bajas de la
atmosfera (Troposfera) que se conoce con el nombre de Efecto Invernadero.
La causa principal del incremento en la concentracion de gases de “Efecto
Invernadero” corresponde a la quema de combustibles fosiles (50% del total
de las emisiones de CO,, NOx, CO, CH,) asociada al consumo.
La importancia del Efecto Invernadero para el contenido de calor de la
atmosfera y, por tanto, para el sistema climético, es tal que puede aumentar
la cantidad de energia disponible para calentar la superficie terrestre desde
un 70% de la radiacion solar incidente (en ausencia de atmoésfera) hasta un
133%. Las consecuencias para un planeta con y sin gases invernaderos
serian drasticas. Si no hubiera vapor de agua, CO, o metano en la atmosfera,
la temperatura superficial seria de -18 °C, y los rios, lagos y océanos estarian
congelados.

El problema estriba en que las tasas de emision de estos gases hacia
la atmésfera han aumentado dramaticamente a causa de la intervencion del
hombre, provocando un desequilibrio en el sistema natural.

La Figura 1.1.1 muestra como el ascenso en las anomalias de la
temperatura global del planeta (desviacion sobre el valor medio) para el

periodo entre 1860 y 2000, ha ido acompainado por un incremento en la
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concentracion de CO, atmosférico. A partir de medidas directas, se ha
estimado que la concentracion de CO; en la atmésfera aumenta en una tasa
cercana al 0,35 % o 1,2 ppm al afio. Gran parte de la investigacion del
sistema climatico de las ultimas décadas se ha enfocado a encontrar
relaciones causales entre estas dos curvas. Para comprender algunas de estas
relaciones es necesario conocer el papel de los océanos y algunas

caracteristicas basicas del ciclo del carbono.

Variaciones de temperatura y CO2 (1880 al presente)
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Figura 1.1.1 Incremento de la concentracién atmosférica de CO, y
temperatura global media desde 1860 (Modificado de Bigg, 1996)

1.1.2  Consecuencias ambientales del calentamiento global

En la actualidad, se admite que la principal causa de cualquier
cambio climatico inminente sera el incremento en la concentracion
atmosférica de los gases invernadero producidos por el hombre desde
comienzos de la Revolucion Industrial del siglo XVIII. La concentracion

actual de CO, atmosférico es de 380 partes por millon (ppm), un 31 % mayor
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que la existente en la época preindustrial (280 ppm). Si la tendencia actual

de emision de CO, antropogénico a la atmosfera contintia al ritmo actual

(escenario conocido como de “negocios como siempre”, “business as usual”

0 1S92a), llegara a doblar la concentracion de CO; en el afio 2030, de los 7.4

Petagramos (10" g = 1 Pg) emitidos a la atmodsfera en 1997 pasarian a 26

Pg/afio hacia 2100. De acuerdo a modelos actuales de interaccion océano-

atmosfera, esto podria conducir a un incremento entre 1,5 y 4,5 °C en la

temperatura superficial media global, especialmente en otofio e invierno.

Esto tendria dos consecuencias fundamentales:

1. El nivel del mar puede ascender entre 20 y 140 cm, principalmente

debido a una expansion de la columna de agua oceanica y solo

secundariamente debido al derretimiento del hielo glacial.

2. Incremento en la temperatura superficial del mar, con cambios mas

notorios proximos a los 60 °N, que conduciria a una mayor evaporacion y de

ahi a un ciclo hidrologico mas vigoroso.

Otras consecuencias importantes que previsiblemente tendrian lugar son:

1. Alteracion del balance entre precipitacion y evaporacion. El balance
esperado indica que en latitudes medias habria un mayor incremento
en la evaporacion, con un correspondiente incremento de la
precipitacion en regiones polares y tropicales. Como resultado de esto,
se incrementarian los gradientes meridionales (e.d. norte-sur) en la

salinidad superficial, creando condiciones de aguas subtropicales mas

salinas.
2. El espesor, el area y la duracion de la cubierta de hielo disminuirian
3. Un aumento del calentamiento superficial a altas latitudes reducira los

gradientes meridionales de temperatura reduciendo el “stress”
(esfuerzo) del viento en aproximadamente un 10 % en el Atlantico

Norte. Esto podria ralentizar los cinturones de circulacion oceanicos
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(corrientes del Golfo y de Kuroshio), y esto haria mas anodxicas
amplias areas oceanicas (Hotinski et al., 2001; Kidder y Worsley,
2003), lo que podria causar extinciones en masa de especies, resultado
que ya ha sido sugerido (Wignall y Twitchett, 1996 y 2002) y
modelado (Hotinski et al., 2001; Kidder y Worsley, 2003).

1.1.3  Ciclo del Carbono

El Ciclo Biogeoquimico del C se divide en dos subciclos, el
Bioquimico, que comprende los procesos que tienen lugar principalmente en
la Atmosfera y en la Biosfera, y el Geoquimico, que tiene lugar en la
Litosfera. Una simplificacion del subciclo bioquimico podria describirse
como la extraccion del C que se encuentra en la atmosfera en forma de CO,
y su utilizacion en la formacion de la biomasa, fundamentalmente mediante
procesos de reduccion y condensacion. Estas transformaciones las realizan
los organismos autoétrofos, que asimilan la energia solar a través de la
fotosintesis. De forma paralela, los procesos de respiracion y fermentacion
son los responsables del retorno del C a la atmosfera, reponiendo el CO,
consumido en la fotosintesis y son llevados a cabo principalmente por
organismos heterotrofos. El subciclo Geoquimico produce compuestos
organicos que se incorporan al medio sedimentario y que pueden preservarse
a lo largo de los tiempos geologicos. Como puede observarse en la Figura
1.1.3, el C implicado en el subciclo Geoquimico, presente en combustibles
fosiles, rocas energéticas y sedimentos antiguos y recientes, es mucho mas
abundante que el que participa en el subciclo Bioquimico. Por tanto, para
comprender el ciclo global del C es necesario tener un conocimiento
detallado de la composicion y la dinamica del conjunto de los materiales

organicos presentes en los diferentes compartimentos de la Litosfera y que
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constituyen la Materia Organica Sedimentaria (MOS) o fosil. El estudio de
la MOS ha dado lugar a la aparicion y desarrollo en las ultimas décadas de
una disciplina cientifica independiente, que recibe el nombre de
“Geoquimica Organica”, y que ha sido objeto de numerosas monografias y
revisiones en las Gltimas décadas (Eglinton y Murphy, 1969; Eganhouse y
Kaplan, 1988; Johns, 1986; Moldowan et al., 1992; Killops y Killops, 1993;
Meyers, 1997).

Para comprender mejor el ciclo global del C y predecir sus posibles
desviaciones, es necesario realizar una correcta identificacion y
cuantificacion de las diferentes formas de éste elemento, ya que una parte del
C quedaria almacenado de forma estable a lo largo de periodos prolongados
de tiempo en suelos y sedimentos, estas formas de C constituirian los
llamados sumideros de C, y sabemos que pequenias desviaciones en el
contenido en C de cada compartimento pueden tener consecuencias
ambientales impredecibles (Gonzalez-Pérez et al., 2004, y referencias citadas

en el mismo).



El Ciclo Global del Carbono
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Figura 1.1.3: Ciclo global del C
1.2 EL SECUESTRO DE CARBONO

Como hemos comentado el incremento de CO, provocara graves
consecuencias ambientales debido al llamado “calentamiento global”, lo que
constituye una preocupacion fundamental para la sociedad de nuestro siglo
(IPCC, 1996). Otro aspecto importante aspecto de estudio del Secuestro de
C, que esta directamente relacionado con el presente trabajo. El llamado
“secuestro de carbono”, es la captura y almacenamiento seguro del C
emitido del sistema energético global, es la manera mas novedosa de
manejar el C, las técnicas para el secuestro de C ofrecen un alto potencial
para la reduccion del CO, atmosférico y se les considera como una de las

herramientas principales para la gestion de las emisiones, por ello es
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necesario conocer la cantidad de C presente en cada medio, la reactividad de
las distintas formas de C y su potencial real de secuestro.

Mediante el Acuerdo de Kioto (1997), los paises industrializados se
comprometieron a reducir los gases de efecto invernadero en la atmosfera,
bien mediante la reduccion de las emisiones o mediante su
absorcion/secuestro en la troposfera. Muchos paises estan interesados en
favorecer esta segunda alternativa, en contraposicion a la reduccion de
emisiones producidas por la utilizacion de combustibles fosiles,

Estda demostrada la capacidad de almacenamiento de CO, de los
océanos, (Tanhua et al., 2007), se estima que la mitad del CO, producido por
la actividad humana desde la revolucion industrial ha ido a parar a mares y
océanos (Doney y Ducklow, 2006). Habria que conocer el efecto que pudiera
producir esta actividad en las especies acuaticas que alli se encuentren
porque pequefias desviaciones de las diferentes formas de carbono (C)
presentes en los ecosistemas pueden tener un efecto importante en las
condiciones globales del medio, por ejemplo se sabe que un aumento de la
concentracion de CO, podria destruir los esqueletos coralinos.

Las investigaciones dirigidas a conocer los cambios habidos en
épocas pasadas, pueden ayudarnos a conocer los mecanismos implicados en
la acumulacion estable de C y de como los cambios futuros pueden afectar la
dinamica del C almacenado.

El secuestro de C es un campo amplio y complejo, tanto en lo que
respecta a las diferentes opciones disponibles para el secuestro, como a los
principios y las tecnologias implicados. Asi, a modo de ejemplo, para el
secuestro de C en ecosistemas terrestres y marinos se ha propuesto, entre otros,
el uso de estrategias de manejo de vegetacion y suelo que favorezcan la
acumulacion de C y la fertilizacion de los océanos que aumente su capacidad

para acumular C; para el secuestro de C en formaciones geoldgicas, la
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inyeccion directa de CO, y formacion de hidratos estables en el fondo de los
océanos, la utilizacion de pozos de gas, petrdleo, minas de carbéon y
formaciones salinas. Por tanto, en el secuestro de C se implican muchas areas
cientifico-técnicas diferentes, que van desde el desarrollo de procesos quimicos
y tecnoldgicos para la captura de CO,, hasta la ingenieria genética dirigida a la
obtencion de organismos capaces de capturar y almacenar C de manera
eficiente (USDE, 1999), no hay duda del interés del tema y del importante
debate que suscita a niveles politico, econdmico, ambiental y empresarial, de
ahi el amplio desarrollo de estrategias y proyectos de investigacion dirigidos a
tal fin (Cao y Woodward, 1998; Chambers et al., 2001; Cox et al., 2000; Dalton
et al., 1999; Sarmiento et al., 1998; Schimel et al., 2000; Sundquist, 1993).

1.3 FORMAS DE MATERIA ORGANICA REFRACTARIA. EL
PARADIGMA “BLACK CARBON”

El conocimiento y la prediccion del tiempo de renovacion de la MO
es esencial para prever la evolucion de los stocks y los flujos de C y N
ambientales. En los modelos de dindmica del C se distinguen frecuentemente
tres compartimentos (pools). El C labil, con un tiempo de residencia de
algunos dias o algunos afios, el C intermedio, con un tiempo de residencia de
algunos decenios, y el C estable, con un tiempo de residencia de algunos
siglos a millares de afios (Parton et al., 1987; Balesdent y Mariotti, 1996).

En términos de almacenaje de C, los pools de C estable son
particularmente interesantes, ya que favorecer su aumento permitiria
reaccionar al aumento de CO, atmosférico, a la espera de que aparezcan
nuevas fuentes de energia menos contaminantes. Sin embargo, por ahora,
ningin método permite aislar los tres pools para que puedan ser

cuantificados directamente y caracterizados quimicamente.
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Los tres procesos principales de estabilizacion de C son:

1. La recalcitrancia debido a una naturaleza quimica dificilmente
degradable por la actividad microbiana (Derenne y Largeau, 2001),
que puede ser intrinseca o adquirida.

2. La proteccion fisica, adquirida por la inclusiéon de la MO en
agregados o microporos, los cuales son poco accesibles a los
microorganismos (Balesdent et al., 2000; Guggenberger y Kaiser,
2003),

3. La proteccion fisico-quimica, debida a la interaccion MO-minerales,
cationes complejantes y/o otras moléculas organicas que cambia la
estequiometria de las moléculas que componen la MO y que crean
uniones muy fuertes que impiden asi un ataque enzimatico y su
degradacion (Baldock y Skjemstad, 2000).

La materia orgénica refractaria (MOR) incluiria a un amplio grupo
de formas de materia organica que incluiria, entre otras, sustancias humicas,
kerégenos y huminas, que presentan gran diversidad estructural y pueden
estar desempefiando un papel muy importante en la estabilizaciéon de C,
especialmente en ambientes marinos. Una de las formas de MOR mas
importantes se conoce con el nombre de “Black Carbon” (BC), término
profusamente utilizado por la comunidad cientifica para hacer referencia a
un grupo amplio y heterogéneo compuesto por formas policondensadas
procedentes de procesos de combustion incompletos, el BC ha sido
encontrado en muestras de hielo, suelos, sedimentos y aire de todo el
planeta, destaca por tratarse de formas de MO de naturaleza recalcitrante,
altamente resistentes a la degradacion quimica y microbiana (Goldberg,
1985).

El uso del término BC para hacer referencia a este material

compuesto de formas de C condensadas, poliaromaticas y relativamente
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inertes, que basicamente tiene su origen en procesos de combustion
incompleta de materia organica, se ha generalizado desde que en 1985
Goldberg publicara el trabajo titulado “Black carbon in the Environment”
que influyé de forma determinante en esta expansion, y fortalecio la idea del
BC como una sustancia altamente refractaria generada tras la combustion de
biomasa que debia tener un tiempo de vida en el medio extremadamente
largo y, por tanto, una significativa contribucion al “ciclo lento” de Carbono
en la Tierra.

Desde entonces las investigaciones en torno al BC han pasado de
tener un caracter casi testimonial, restringido a estudios atmosféricos, hasta
adquirir una gran importancia y ampliarse a numerosos y variados campos
cientificos, como Oceanografia, Geoquimica Organica, Ciencias del Suelo,
Paleoclimatologia, Antropologia, etc. .

No existe un término cientifico-técnico en Espafiol que designe este
material sin llevarnos a incertidumbres o ambigiiedades y la traduccion literal
no parece resolver el problema, por ello decidimos adoptar el uso de este
anglicismo en nuestro trabajo.

El BC estda ampliamente distribuido en la naturaleza y puede
encontrarse en la atmosfera, hielos, suelos y sedimentos, debido a su
resistencia a la alteracion quimica y biologica. La importancia del BC para el
ciclo global del C ha sido analizada por Kuhlbusch (1998) y se le considera
como un sumidero importante de CO, atmosférico que es secuestrado de
forma estable en suelos y sedimentos y parte sustancial del “carbono
perdido” en el balance global de C afectado por la accion antropica. Debido
a su amplia distribuciéon en el ambiente y a que contribuye de forma
significativa al secuestro estable de C en la superficie del planeta, deben
ampliarse los esfuerzos dirigidos al estudio de los procesos de formacion,

transporte y sedimentaciéon de BC y a la caracterizacion de la estructura
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quimica de las formas carbonosas que contiene (Haumaier y Zech, 1995;
Kuhlbusch, 1998; Schmidt et al., 1999).

El estudio del registro sedimentario de BC se ha utilizado para
reconstruir la historia de los incendios forestales y emisiones por
combustibles fosiles (Smith et al., 1973; Bird y Cali, 1998). Debido a que la
presencia de carbones vegetales representa el limite inferior de los niveles de
oxigeno atmosférico, también se han utilizado para el estudio de la evolucion
del oxigeno en la atmdsfera (Cope y Chaloner, 1980). Verardo y Ruddiman
(1996) propusieron que el registro de BC puede ayudar a mejorar las
estimaciones de C organico enterrado en sedimentos marinos (“oceanic
burial”) y proporcionar valiosa informacion paleoambiental. Por otro lado, la
distribucion de BC en sedimentos superficiales puede afectar la distribucion,
especiacion 'y biodisponibilidad de hidrocarburos policiclicos aromaticos
(Gustafsson et al., 1997; Gustafsson y Gschwend, 1998).

Se estima que la cantidad global de BC que se produce al afo puede
llegar hasta los 270 Teragramos (Tg = 10" g) (Kuhlbush y Crutzen, 1995);
entre 50 y 260 Tg afio”' por la quema de biomasa y entre 12 y 24 Tg afio” por
las emanaciones de la quema de combustibles fosiles (Masiello y Druffel,
1998). Esto representa 4,7 veces la media anual de las emisiones producidas
por la quema de combustibles fosiles de Espafia (60,2 Tg C afio’) para el
periodo 1988-1998 (Gonzalez et al., 2002).

De los aproximadamente 160 Tg de C organico que se depositan
anualmente en los sedimentos marinos de todo el planeta, un 6 %
aproximadamente corresponde a BC. Las dos fuentes principales del BC en
sedimentos marinos son la precipitacion de aerosoles en la superficie de mares
y océanos (particulas pequefias < 1 um, procedentes de la quema de
combustibles fosiles y de biomasa) y el transporte por las aguas continentales

(particulas mayores procedentes principalmente de la combustion de biomasa).
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Se ha estimado que el BC representa entre un 4 y 22 %, del total de
carbono organico acumulado en los sedimentos marinos (Masiello y Druffel,
1998). La precipitacion de BC atmosférico solo puede explicar entre un 30 y un
40 % de la tasa total de produccion de BC observada, por ello, es muy posible
que el transporte de BC por rios y aguas superficiales de escorrentia represente
una fuente muy importante de BC, que se acumula en las zonas de estuarios y
litoral (Hedges et al., 1999; Kuhlbusch, 1998; Masiello y Druffel, 1998).

La alta estabilidad del BC en sedimentos marinos se refleja en que se
ha encontrado en sedimentos de hasta 65 millones de afios de antigiiedad y a
que no existe una tendencia a disminucion del tamaino de las particulas con
la profundidad de los sedimentos (Herring, 1985). Se ha encontrado que el
BC de sedimentos marinos reacciona muy lentamente a la oxidacion quimica
(Wolbach y Anders, 1989). Sin embargo estudios recientes (Middelburg et
al, 1999) han demostrado que las particulas de BC si son degradadas, aunque
mucho mas lentamente que la materia organica, en ambientes marinos
aerdbicos, existen por tanto evidencias de una degradacion selectiva de
formas de BC en sedimentos marinos por oxidacion, aunque se desconocen
los mecanismos quimicos o biologicos implicados. No obstante, estas
particulas han sido halladas tanto en sedimentos de ambientes tanto
anaerobicos como aerobicos.

Es de sobra conocido que la emision de BC, es causa de problemas
medioambientales importantes. Las particulas de BC contribuyen al
calentamiento global (Hansen y Nazarenko, 2004), llevan en su composicion
algunos compuestos carcinogénicos que pueden causar serios riesgos a la
salud (Armstrong et al., 2004), pero por otra parte recientemente se ha
descubierto que podria estar jugando también un papel beneficioso para el
medio ambiente que consistiria en su eficiencia para la adsorcion de

contaminantes  organicos, especialmente  hidrocarburos aromaticos
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policiclicos, en suelos y sedimentos (Koelmans et al., 2006 y referencias
incluidas en el mismo), estos aspectos junto con los mencionados
anteriormente hacen imprescindible Ilevar a cabo una completa

caracterizacion y cuantificacion del BC.

1.3.1 Problemas asociados al aislamiento y caracterizacion de formas

de Black Carbon (BC)

Las mediciones de BC realizadas en los afios 80 y 90 se han basado en
el modelo de considerar el BC como altamente refractario, ejerciendo un
importante papel como reserva de C en sedimentos ocednicos y suelos
(Gustafsson y Gschwend, 1988; Herring 1985; Massiello y Druffel, 1998;
Middelburg et al., 1999; Schmidt y Noack, 2000). Algunos datos nuevos,
combinados con reconsideraciones de trabajos previos, apuntan hoy dia a un
papel mas dinamico del BC en el ciclo global del Carbono (Decesari et al.,
2002; Kim et al., 2004). Actualmente se sabe muy poco acerca de los agentes
bidticos y abidticos que puedan intervenir en los procesos de descomposicion
del BC asi como los mecanismos por los cuales estos procesos tienen lugar.

Se han observado discrepancias muy significativas entre las distintas
técnicas analiticas utilizadas para la cuantificacion de BC, con variaciones
superiores a un factor de 500 en el contenido de BC para la misma muestra
medida por distintos métodos (Schmidt et al., 2001). En general esas
discrepancias se deben a 4 factores:

1. El complejo posicionamiento del BC dentro del “continuum™ de
productos de combustion, representado graficamente en la Fig.1.3.1
que hace que cada metodologia analice una porcion diferente del

continuo de BC.
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El “continuum” de combustion del Black Carbon

Tipo de Residuos Condensados
. < «—
particula Combustible Combustion combustion
Material Papel Madera Carboniz;l Carbon Hollin
(0/C) 0.8 0.6 0.4 0.2 0

Fig. 1.3.1: El “continuum” de combustion de BC (adaptado de Massiello y
Druffel, 1998)

Sabemos que los productos de la combustion incompleta de
combustibles, conocidos como pirolizados o carbonizados (“chars”
en general), varian dependiendo el grado de alteracion fisica o
quimica y de la naturaleza de su precursor natural (Leifeld, 2007).
Asi los productos de recondensacion, formados fuera de la fase
gaseosa son clasificados como hollines. Los tipos de BC se
diferenciarian en su grado de aromaticidad y composicion, y
variarian desde estructuras amorfas como los carbonizados vegetales
hasta estructuras altamente ordenadas (tipo grafitos). El caracter
heterogéneo del BC se pone de manifiesto en la evidente existencia
de este “continuum” de combustion (Hedges et al., 2000 y
referencias incluidas en el mismo). Como consecuencia de este
problema principal aparecen otras dificultades afiadidas.

La falta de un criterio comun sobre la definicion de “black carbon”.
Que ha llevado a que diferentes métodos aislen y cuantifiquen
distintas formas estables de C como BC, obteniendo por tanto
valores muy alejados entre si.

Infra-estimacion del contenido de BC por algunos métodos, por su

imposibilidad para detectar todo el material resistente a la
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combustion, o por pérdidas durante el tratamiento de las muestras.
Este problema llamado por algunos cientificos (Gustafsson, O.,
Schmidt, M., Loucharn, P.; comunicacién personal) “falsos
negativos” esta debido en su mayoria de las condiciones del método
de oxidacion que desestabiliza algunas formas de BC mas blandas y
de la pérdida de particulas de BC hidrofobicas y finas durante los
pasos de manipulacion y manejo durante la via himeda (Gelinas et
al, 2001; Elmquist et al., 2004). Debemos ser conscientes de nuevo
con el hecho de que los distintos métodos pueden estar enfocados en
la medida de porciones diferentes del espectro de BC. El método de
oxidacion termoquimica a 375 °C (CTO-375), por ejemplo fue
disefiado para medir hollin-BC. Por eso no es un grave problema
para este método que pueda obtener un valor de BC por debajo de
los esperados en otro tipo de muestras. Mas aun, Nguyen et al.,
(2004) han demostrado claramente que el BC mas resistente
(procedente de carbonizados), puede de hecho ser parcialmente
recuperado mediante el método CTO-375.

4. Sobre-estimacion del contenido, fundamentalmente por la aparicion
de artefactos, conocidos como ‘“falsos positivos”, que pueden
comprender desde material quemado hasta materia organica
recalcitrante no pirogénica, que no ha sido eliminada debido a
condiciones de oxidacién demasiado suaves. Para el CTO-375 el
primero es mas probable, pero la presencia de melanoidinas o
carbones estables de alto rango son ejemplos de materia organica

recalcitrante no pirogénica que deben ser tenidos en cuenta.
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1.4 REVISION Y ACTUALIZACION DE LAS
INVESTIGACIONES SOBRE AISLAMIENTO Y
CUANTIFICACION DE BLACK CARBON (BC)

En respuesta a la complejidad del problema del aislamiento la y
cuantificacion del BC, distintos laboratorios de todo el mundo han propuesto
metodologias diversas, existiendo una amplia gama de protocolos de
aislamiento, con Unicamente dos aspectos en comun, en todos ellos las
muestras se someten a un pre-tratamiento (de diversa intensidad y
naturaleza) para la eliminacion del material que pueda interferir en la
deteccion del BC, seguido de un método de deteccion de BC.

A lo largo de este estudio hemos realizado una revision bibliografica
de las distintas metodologias existentes, asi como la principal ventaja e
inconveniente asociado a cada una de ellas. El resultado de este estudio
queda reflejado en las Tablas 1,4a y 1.4b que se muestran en las paginas

siguientes.
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Tabla 1.4a: Relacion de técnicas utilizadas para el estudio de formas de
Black Carbon segiin el material estudiado

Material Método
estudiado | Pretratamiento |  Oxidacion | Determinacién Referencia
Técnicas Opticas
Suelo Observacion directa | Pessenda et al .(1996),
Saldarriaga y West (1986);
Sanford et al. (1885)
Aerosol Filiros recolectores Microscopia Schultz (1993)
Sedimento Capas finas Microscopia Clark (1988b) ; Clark y
Hussey (1996)
Sedimento HCI, HF, separacién Microscopia Kruge et al, (1994}
por densidad.
Sedimento HCl, HF H,0, Microscopia Kershaw (1986)
Plantas HCI, HF Microscopiia (SEM) | Jones y Chaloner (1991);
Johnson et al., (1981)
Suelos forestales HCl, HF H;O, Microscopia Wik y Renberg (1987)

Técnicas Térmicas

Aerosol Filtrado 100-700°C Transmitancia Chylek et al. (1995, 1987)
Plantas, aerosol HCI, filtracién 340°C 2h Colorimetria Cachier et al (1989)
Plantas, aerosol Extraccion 340°C 2h GC + balance de | Kuhlbusch (1995)
masas
Suelo Trat dcido-base 3759 Andlisis elemental | Gelinas (2001)
amplio
Hollin en sedimento Molido HC1375°C 24h Analigis elemental | Gustafsson etal., (1997)
Plantas ,suclos Melido Combustion Balance de masas | Fearnside et al (1993)
Técnicas Quimicas
Sedimento marino HCI, HF CryO;, HySO, 50°C | Balance de masas, | Wolbach y Anders (1989)
tritracion
Sedimento HCIL, HF KOH, HyOy 55°C, Observacion directa 3‘;09%:“ (1993); Rose
48h
Sedimento HCl, KOH, H;Op 20°C, Combustion, MS Emiliani et al.(1991)
24h
Sedimento marino HCI, HNO, caliente GC Verado (1997)
Planta, sustrato HCI, HF HNO, 170°C Derivatizacion, GLC | Glaser etal.(1997)
Sedimento rehecho Tamizado KOH, H,O, IR Smith et al. (1975)
Suelo, plantas HCI, HF Foto-oxidacién UV B CNMR, Skjemstad et al.
colorimetria (1553,1936)
Sedimento HCI KOH, HyOy 25°C, IR Hering (1985)
24h
Sedimento HCI, HF HNO; caliente Combustion, MS | Winkler (1985; 1994)
Sedimento marino y Cry057, HyS0O,, Colorimetria Lim y Cachicr (1996)
lacustre 55°C, 60h
Sedimento NaClO,, HF Analisis elemental, | Sympson y Hatcher (2004);
I3C NMR Skjemstad et al (1999)
Suelo con material Fraccionamiento Microscopia, Schmidt ¢t al (1996)
pirogénico por tamafio v HF BC NMR
Sedimento, suelo Molido 30-1000°C TG, analisis elemental | Lopez-Capel et al (2006}
atmosfera oxidante
Sedimento, suelo y HCI, HF Cry057, HySOy, Andlisis elemental | Bird y Grocke (1997)
planta 60°C, 72h+ KOH,
H,0, 60°C 8h
Sedimento Extraccion con GC-MS, Killops y Massound (1992);
solventes contenido en PAH | Venkatesan y Dahl, (1989)
Sedimento Extraccion con GC-FID, PAH ﬁ;m);)' Farﬁ".:l‘:}
solventes (199 5 Sroady ey,
Sedimento, turba Susceptibilidad Thompson y Oldfield
Magnética (1986)
Suelo, sedimento Extr. lipidos, sust. Balance de masa y de | Quenca ctal. 2005, Dela
himicas v HF carbono Rosa et al., 2004)
Suelo y material HNO, caliente Transf. de BCen | Glaser (1998)
pirogénico Ac Bencenopolicarbox
ilicos, GC-MS
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Tabla 1.4b: Metodologias utilizadas para la cuantificacion de formas de

Black Carbon
Tipo Método (Autor/es) Ventajas principales | Desventajas principales
Microscopia Andlisis petrogrifico de la materia orgénica Permite la identificacion de Pueden perderse pequerios grancs
aislada mediante su estudio directo al distintas fases de BC. Permite durante ¢l pretratamiento, La

microscopio.
{Karapanagioti y Sabatini, 2000; Schmidt y
MNoack, 20000,

buscar evidencias de vegetacion
quemacda.

heterogeneidad del BC vista al
microscopio puads llevarnos a
errores en la est 1011

Uso del microscopio eledrénico (SEM-TEM).
(Goldberg, 1985; Griffin and Goldberg, 1979),

Permite la identificacion de
distintas fases de BC.

La resolucion es demastado fina
para un uso practico en la
cuantificacion de BC.

Termo-Quimica

de oxidacién térmica a 340°C 2h en corriente de
Oy (Kuhlbusch & Crutzen, 1995).

Medida de la razén H/C por andlisis elemental.
{Kuhlbusch et al., 1996),

la eliminacion de la fraccion No-
BC.

Ténmica / Optica | Estimacidn del CO; producido por Ia combustion | Permite el analisis directo de Dificil de aplicar a suelos o
{para aerosoles) | del carbono durante un tratamiento témico bajo | muestras de aerosoles, Permite el | sedimentos o muestras en general
He; seguldanac He/j- Seestmarcarbomn] ilisis de pequef con alto contenido en particulas
Binico y orgénico, c e inorginicas
medidas de transmitancia. )
(Chow et al 1993, 2001; Huntzicker et al 1952).
Oxidacion Quimica | Eliminacién de No-BC mediante fi Evita artefactos por calci Limitada precision para asegurar
H(\:’gp ;iu?sllr:audn de Caromético por RMN | Medida directa de los componentes | la eliminacién de la fraccién No-
X 3 arométicos. BC. Tiempeos prolongados de
(Skjemstad et al., 1996). anlisis ¢ instrumentacién cara.
Eliminacién de No-BC mediante oxidacion con | Presenta las mismas ventajas que | Resulta caro. Posible pérdida de
h‘P*sz"!D_: ﬁ;'dr '“f‘uﬂ_'::sﬂ't:rgn la oxidacién quimica anterior. BC durante la manipulacién en
cuantificacion del contenido de carbonos Técnica eficiente que evita la laboratorio (centrifugacion,
H o 13
acindticos residuales poc KM, 2. GRRTAS sobreestimacién de BC. decantacién,..). Es necesario
(Skjemstad et al., 1999; Czimezik et al,, 2003; e rrmeo A e
Simpson y Hatcher, 2004). e e
oxidante con muestras de
naturaleza compleja.
Eliminacién de No-BC mediante la extraccion Permite el analisis en muestras Dificil de aplicar a muestras ricas
previa de material lipidico, sustancias himicasy | naturales complejas (suelos y en BC o altamente hidrofilicas.
:’:;IQF!EJ T'“m'aﬁ-‘;“'f'ﬁ_c;lé" "‘iBC mediante | sedimentos) pobres en BC, no La elevada manipulacion de las
: Q“:‘::::]‘“Z‘ o0 D":’:;‘;ﬁ;ﬁ‘;:’“l;w requiere equipamiento sofisticado. | muestras puede provocar pérdidas
R i en la determinacion de BC.
Oxidacion por via himeda utilizando HCI, HF y | El pretratamiento quimico implica | Los mismos problemas que la
NaOH o HCI, HF y K,Cry0y/ HyS04  |laeliminacion de la fraccion No- | oxidacién anterior.
(Lim & Cachier, 1996; Song et al., 2002; Masiello | -
et al, 2002). ;
Conversion de BC en acidos bencenocarboxilicos | Reduce el riesgo de pérdidas por | Es cuestionable el que todo y
{ABC) utilizando HNO; y determinacidn de los manipulacién de las ite el BC se convierta en
":}'T‘“”- . 1058 ABC. Problemas de sensibilidad
(Glaser et al., 1998) con muestras complejas o con
bajo contenido en BC.
Oxid, Pr iento con HCl, HNOs y NaOI, seguido | E] pretratamiento quimico implica | La elevada manipulacién de las

muestras puede provocar pérdidas
en la determinacion de BC. En
general todos los procesos de
oxidacion térmica pueden

(Fearnside et al., 1993)

preciso.

producir BC.
Tratamiento térmico 375°C 24h en aire, y Analiticamente sencillo. Evita Posible sobreestimacion de BC
tratamiento in situ con HCL pérdidas por manipulacion. por la formacién BC durante el
(Gustafsson et al,, 1997). calentamiento previo al
iento gquimico.
Amplio tratamiento dcido-base, seguido de El pretratamiento quimico implica | Posible pérdida de BC durante el
oXidacidn Lémmica en aire a 375°C 24h. la eliminacion de la fraccién No- | pretratamiento de las muestras.
(Gelinas etal., 2001). BC.
Termogravimetria y | Andlisis elemental (TOC) de las muestras antes y | Evita pérdidas por ipulacion Equip y caro y sofisticado,
calorimetria después del tratamiento témmico hasta 900°C, de las muestras, es rapido y preciso | se necesita un pretratamiento en
medida continua dc la pérdida de pesoy con buena reproducibilidad. muestras complejas para eliminar
separacion de los distinto tipos de MO a distintas la fraccion mineral y evitar la
temperaturas estudiando la curva de calorimetria bresstimacidn de BC.
diferencial de barrido DSC. sobeeesimacion de be
(Lopez-Capel et al, 2006, De la Rosa et al, en
prensa)
Tratamiento de Andlisis elemental (TOC) y pesada de las Evita pérdidas por ipul Dificil distincion del BC dentro
ignicidn muestras antes y después de la ignicidn . delast muestras, es rapido y de la heterogeneidad de los

residucs calcinades, Los
componentes minerales wedm
producir errores en la esti
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Como resumen de la revision de las metodologias existente para el

estudio de BC, que ha quedado reflejada en las Tablas 1.4a-b, nos ha llevado

a distinguir cinco tipos de métodos fundamentales:

1.

Meétodo de oxidacion térmica (CTO-375°). A pesar de la posible
creacion de BC inherente a la combustion (charring), es un método
ajustado para formas de BC altamente condensadas, como el hollin.
Pero posee también sus artefactos negativos, la oxidacion térmica
puede destruir los residuos de la combustion como el charcoal
(carbdn pirogénico), con el resultado de la infradeteccion de BC. Por
ejemplo, el contenido en BC muestras de madera quemada fue
determinado por este método alrededor de cero. Ademas CTO-375
puede producir un gran artefacto positivo para muestras con
contenido elevado en carbono organico como el carbon. Y debido al
ligero cambio de peso antes y después del tratamiento térmico, es
muy importante medir el peso de la muestra con precision. En suelos
y sedimentos la presencia habitual de minerales inorganicos
diferentes, que pueden actuar como -catalizadores y elevar la
oxidacion de las particulas de BC durante la combustion. Esos
catalizadores inorganicos incluyen CuO, Fe,0s;, Al,O;, etc., y por
tanto pueden afectar a las medidas de BC.

Marcadores moleculares (BPCA)/oxidacion quimica. Este método
puede infra-detectar el material de BC, porque no todo el BC sea
convertido en el BPCA y por otra parte sobre estimar el contenido
porque otra materia organica puede ser posible fuente de BPCA.
Este método debe ser empleado con cautela cuando sea usado para
cuantificar BC. Su aplicacion en muestras naturales complejas
(suelos y sedimentos fundamentalmente) no ha obtenido aun

resultados satisfactorios.
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3. Oxidacion quimica. Por un lado se ha observado que el continuo de
BC que es detectado mediante este método es en general mas amplio
al detectado mediante el CTO-375, pero por otra parte la pérdida de
pequefias  particulas de BC  durante los pasos de
centrifugacion/decantacion pueden llevar a infraestimar el BC, la
existencia de materia organica derivada de rocas altamente
refractarias que no puede ser destruida mediante este método tendra
como resultado la sobre estimacion del contenido de BC. Como
hemos mencionado este pretratamiento de oxidacion quimica por via
htiimeda también tiene sus desventajas, la excesiva manipulacion de
las muestras en soluciones acuosas puede llevar a pérdidas de
particulas de BC, las cuales debido a su caracter hidrofobico tratan
de adsorberse a las superficies internas de los tubos de ensayo y a la
interfase agua-aire. Particularmente el hollin (“soot”) puede perderse
facilmente durante la decantacion y la posterior transferencia de la
solucion, otra desventaja es que la intensidad (fuerza) oxidativa es
dificil de controlar con precision, y depende de muchos factores
tales como concentracion del oxidante quimico, tipo de oxidante
aplicado, tiempo de reaccion, y la coexistencia de geo-
macromoléculas como el kerdgeno que puede ser un material con
una potencial interferencia positiva sustancial, todos estos factores
hacen que la separacion BC frente al material No-BC sea compleja.

4, Técnicas térmicas-Opticas: Inicialmente los métodos Opticos se
utilizaron en el estudio de la ciencia atmosférica, que tiene
instrumentos comerciales tales como el analizador de carbono
termo-6ptico (fabricado por el laboratorio Sunset), debido a eso los
datos de BC que fueron medidos por aquellos grupos son

comparables entre si, y hacen que estos métodos hayan sido
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ampliamente usados para medir el contenido en BC en particulas de
aerosoles. La coexistencia de particulas inorganicas y materia
organica son los materiales de interferencia para la cuantificacion
del BC mediante estas metodologias, especialmente en suelos y
sedimentos, debido a que estos pueden contener varios materiales
que interfieren tales como catalizadores inorganicos, materia
organica polar y materia organica resistente a la oxidacion, etc,. Otra
desventaja es que suelos y sedimentos deben ser extendidos en un
filtro de fibra de cuarzo, es dificil extenderlos de forma homogénea,
por eso debemos ser cautelosos al aplicar este método al medir BC
mediante técnicas opticas.

5. Técnica termogravimétrica: Novedosa técnica en cuanto a su
aplicacion al estudio de BC, de facil aplicacion, no requiere
manipulacion de las muestras, presenta buenos resultados con
muestras ricas en BC, es de elevada reproducibilidad, pero requiere
un equipamiento sofisticado, realizacion de ensayos previos para
optimizar las condiciones de aplicacién y necesitaria ser objeto de
mayor estudio para una aplicacion efectiva en muestras naturales
complejas mas pobres en BC, como suelos y sedimentos, que
requeririan un pre-tratamiento efectivo para eliminar la fraccion
mineral y la materia organica labil.

Los resultados a grosso modo muestran que los datos de BC medido
mediante diferentes métodos no son comparables entre si. Cada método tiene
sus limitaciones, como podemos ver en la Tabla 1.4b y solo son capaces de
analizar una porcion del continuo de BC, lo que resulta un obstaculo para
estimar el balance y pérdida de BC en el ciclo global de C. Partiendo de la
base que un Unico método no es valido para aislar y cuantificar el espectro

completo de BC entre otros componentes que contengan C, dentro de una
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matriz ambiental, la cuestion que se plantea es de si un unico método es
suficientemente valido para un proposito concreto dentro del amplio espectro
de campos en los que el BC tiene interés, discernir que método es el mas
adecuado para nuestro proposito serd también un objetivo importante de
nuestra investigacion, como ejemplos ya contrastados, para el estudio del
destino medioambiental de los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs), se ha comprobado como Ttil la medida de hollin-BC mediante el
método CTO-375, mientras que si el interés estd en la historia de los
incendios locales sucedidos, la cuenta de las particulas grandes de C
pirogénico-BC por microscopia parece funcionar.

Esta compleja situacion sobre la metodologia traté de resolverse
mediante un proyecto internacional de ensayos inter-laboratorio sobre BC,
llamado “BC-Ring Trial” (http://www.geo.unizh.ch/phys/bc/), en el que ha
participado nuestro grupo de investigacion del Instituto de Recursos
Naturales y Agrobiologia de Sevilla (IRNAS-CSIC).

Los objetivos principales conseguidos hasta ahora por el BC-Ring
Trial han sido proponer una definicién estandar de BC, seleccionar y
describir los materiales de referencia de BC, asi como los materiales de
referencia de sustancias que potencialmente puedan interferir en los analisis
de BC y por ultimo promover el desarrollo de las técnicas de analisis y
cuantificacion de BC.

El uso de materiales de referencia se hace indispensable en un
estudio de comparacion interdisciplinar (Frimmel y Abt-Braun, 1997;
Hammes et al., 2007), mas atn, si cabe en este caso si tenemos en cuenta los
principales problemas asociados al estudio de BC.

La Figura 1.4 muestra de forma comparativa las diferencias en las
caracteristicas del BC segun la zona del “continuum” de combustion de C a

la pertenezca y la metodologia por la que haya sido aislado. Estas
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metodologias han sido utilizadas por laboratorios pertenecientes al “BC-Ring

Trial” pueden diferir enormemente entre si, lo que explicaria, al menos

cn

parte, el hecho de que los contenidos en BC obtenidos para las mismas

muestras sean dificilmente comparables entre si.

BC FORMATION Combustion residues Combustion condensates
BC COMTINULIM

ATOMIC RATIO

HIC 1.1 13 10 0.6 03 0.0
el 1.0 08 0.6 0.4 0.2 0.0
BiC ANALYSIS
1. Separation
CTO-375 .. LR .
Marcadores BCPA ee LR srene
Oxid. Dicromato ~ ===== ey aws
Termo-Optica [ cesun .
Termogravimetrica ==+ = sans -
Oxidacion Clorito ee  sasee P

TR EEER “ew

UV-Oxidacion

Estimated inaccuracy

2. Quantification -
% C [elemental analyser, CF-IRMS, FID), C-species (130 WMR), BPCA (GC-FID, GO-MS)

Figura 1.4 Cuadro comparativo de metodologias de aislamiento de BC
dentro del “continumm” de productos de combustion. Adaptado del BC-

Ring Trial; (modificado de Hammes et al., en prensa)
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2. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

El presente trabajo se plante6 en base a las siguientes premisas:

A. La amenaza del calentamiento global antropogénico ha
despertado un enorme interés por conocer los factores y mecanismos
determinan la acumulacién de formas estables de C y las formas de
mitigacion de las emisiones de CO,.

B. El importante papel que juegan las formas de Materia
Organica Refractaria (MOR) en general, y el BC en particular, en el
ciclo del C, nos llevan a la necesidad de avanzar en la cuantificacion y

en la caracterizacion estructural de las mismas.

Esta segunda premisa nos conduce necesariamente a la seleccion y
estudio de muestras de referencia de BC por los motivos expuestos
anteriormente, como la dificultad de la deteccion de BC en muestras naturales
complejas, la aparicion de artefactos o la existencia materiales interferencia, y
para poder validar las aproximaciones analiticas llevadas a cabo.

Por otra parte es de especial importancia comprobar la validez de estas
técnicas en el estudio de muestras reales. Para ello, junto al estudio de muestras
de referencia se ha llevado a cabo la caracterizacion y cuantificacion de formas
de MOR en un escenario propicio como son sedimentos pertenecientes a los
estuarios y plataforma continental de la costa de Huelva.

Son muy escasos los estudios completos dedicados al estudio del BC
en sedimentos marinos, siendo este medio, recipiente Gltimo del mismo, menos
frecuentes atin son los estudios dedicados a la caracterizacion de formas de

materia organica refractaria en matrices naturales complejas como es el caso de
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los sedimentos marinos.

Las zonas estuarinas son ambientes ideales para el estudio del
origen, procesos y destino de materiales organicos sedimentarios (Hedges y
Keil, 1999) debido fundamentalmente a dos razones relacionadas entre si:

1. La acumulacion rapida de sedimentos finos que se produce en los
estuarios produce una proteccion de los materiales organicos
haciéndose mas resistentes a la re-mineralizacion bacteriana.

2. En estos ambientes semicerrados pueden quedar registrados los
cambios en las condiciones ambientales, origen de la MO, en las
caracteristicas del C organico contenido en los sedimentos.

Teniendo en cuenta la ausencia de estudios concretos sobre BC en el
area de la costa de Huelva, estan plenamente justificados los esfuerzos dirigidos
al estudio de los procesos de formacion, transporte y sedimentacion de BC y a
la caracterizacion de la estructura quimica de las formas carbonosas que
contiene (Haumaier y Zech, 1995; Kuhlbusch, 1998; Schmidt ef al., 1999), mas
aun si cabe, si tenemos en cuenta el interés ambiental de la zona, en términos
generales podemos decir que este estudio permitird adquirir nuevos
conocimientos sobre los mecanismos y procesos que inciden en la acumulacion
y estabilizacion de formas de MOR, especialmente BC y contribuird al mejor
conocimiento del ciclo biogeoquimico del C.

A partir de estas premisas y mediante el estudio de las técnicas
utilizadas actualmente para la deteccion de formas de BC, una completa
caracterizacion quimica de muestras de referencia de BC seleccionadas y el
empleo de diversas técnicas analiticas y espectroscoOpicas se han planteado
los objetivos del presente trabajo:
1°. Revision completa de los métodos existentes para la deteccion de

BC, ya expuesta en la introduccion y que nos permitird discernir la/s
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técnica/s mas adecuada para la deteccion de formas de MOR y BC
en diversos tipos de muestras, incluyendo sedimentos marinos.

2°. Caracterizacion de muestras de referencia de BC mediante diversas
técnicas analiticas.

3°, Caracterizacion de formas de MOR y BC aislados en sedimentos
recientes de la costa de Huelva.

4°. Determinacion y cuantificacion de BC en sedimentos marinos y

muestras de referencia seleccionadas.
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3.1

3.1.1

3. MATERIALES Y METODOS

DESCRIPCION DE LOS MATERIALES ESTUDIADOS

Muestras de referencia de Black Carbon (BC)

Las muestras de referencia de BC se eligieron de entre las seleccionadas por

el BC-Ring-Trial (Pag. 24). Estas muestras debian cumplir una serie de

requisitos especificos:

1.

2
3
4.
5

Estar disponibles a nivel global, ser abundantes.

Homogéneas.

Estables a lo largo del tiempo.

Que su obtencion fuese barata y no requiera de una técnica sofisticada.

Representativas de muestras que puedan encontrarse en el medio real.

Se seleccionaron un total de 12 muestras o materiales de referencia que se

pueden clasificar en 3 grupos:

Muestras de referencia naturales: Representativas de un amplio
rango de matrices ambientales

— Sedimento Marino (SM): Se trata de un material de
referencia procedente de sedimentos marinos del puerto de
Baltimore (USA) en la Bahia de Chesepeake. Catalogado y
disponible en el Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
(NIST-USA) con la referencia 1941b. Analisis exhaustivos sobre
composicion en hidrocarburos aromaticos policiclicos esta

disponible en www.nist.gov/srm/
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— Vertisol (VS): Typic Pellustert (USDA)/Pellic Vertisol
(FAO), se seleccion6 por su abundancia en USA, Australia y
Eurasia, y por contener una elevada proporcion de carbono de origen
pirogénico (en torno al 30% del TOC). Concretamente esta muestra
se trata de un suelo tomado de 0-10 cm de profundidad en Urrbrae
(Sur de Australia) proporcionado por el CSIRO a través del Dr. Jan
Skjemstad (PMB 2, Glen Osmond, SA 5064, Australia).

- Mollisol (MS): Los suelos Chernozémicos contienen una
importante cantidad de C pirogénico (casi el 50% del TOC; Schmidt
et al., 1999). Este molisol chernozémico fue tomado de 20-60 cm. de
profundidad en la region de Hildesheim-Braunschweig (Alemania),
y fue proporcionado por el CSIRO (Australia).

- Materia Organica Disuelta (MOD): MOD procedente del
rio Suwanee (Georgia, USA) extraida utilizando 6smosis inversa,
liofilizada y homogeneizada. Proporcionada por la IHSS, donde se
puede solicitar una descripcion mas amplia del material extraido.
(http://www.ihss.gatech.edu/sales.html).

- Aerosol (AS): Material de referencia estandar de materia
particulada atmosférica de un area urbana de Washington DC
(USA). Recolectado durante 12 meses y proporcionado por la NIST
(SRM 1649a). (www.nist.gov/srm/)

2. Materiales ricos en BC producidos artificialmente en el
laboratorio: Seleccionados para caracterizar formas de BC a lo

largo del espectro continuo de BC.

— Hollin (Ho): En estudios sobre BC de origen atmosférico, se

venian utilizando unos carbones comerciales tratados sucedaneos de
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BC atmosférico que diferian notablemente de las caracteristicas del
BC producido de forma natural, como por ejemplo reactividad de
particulas, hidratacion, propiedades de radiacion, contenido
elemental en C, H y O, area superficial, porosidad, densidad de pares
de electrones desapareados, etc., por ello después de numerosas
pruebas y estudiar la literatura existente se recomendo6 el uso de
hollin producido por una combustiéon poco eficiente en llama de
hexano. Fue proporcionado por Dwight M. Smith. Department of
Chemistry and Biochemistry, University of Denver, Denver, CO
80208 (dwismith@du.edu). (Goldberg, 1985; Akhter et al., 1985)

- Madera Carbonizada (MCar): Las propiedades quimicas y
fisicas del carbon pirogénico preparado a partir de material
lignocelulodsico en laboratorio, varian significativamente y dependen
de multiples factores, incluyendo material de partida, temperatura,
rampas de calentamiento o atmosfera utilizada. Se propuso el uso de
pirolizados producidos artificialmente en condiciones controladas y
reproducibles. Paa obtener esta muestra se us6 un horno pirolitico
comercial (300 mm diametro, 700 mm longitud) en los laboratorios
“Swiss Federal Laboratories for Materials Testing and Research,
Ceramics Division” (www.empa.ch), se utilizd un programa de
temperatura de 27 °C h™' hasta 200 °C seguido de un calentamiento
hasta 450 °C a 50°C h' y finalmente se mantuvo el calentamiento a
450°C en atmosfera de N durante 5 horas. Se utilizd6 madera de
castafio (Castanea sativa) cortada en pequefios trozos. La muestra
fue proporcionada por el Dr. M. Schmidt de la Universidad de
Zurich.
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— Planta Carbonizada (PCar): Se seleccioné la planta de
arroz risotto (Oryza sativa) por su abundancia y facilidad para ser
obtenida en todo el mundo y siguiendo el mismo procedimiento
descrito en el apartado anterior para la madera de castafio, en el que
se carboniza a 450°C en atmoésfera de N durante 5 horas. De la
misma forma la muestra fue proporcionada por la Universidad de

Zurich.

3. Materiales de interferencia: Seleccionados por su riqueza en
formas de materia organica refractaria (No-BC) susceptibles de

interferir en la deteccion de BC por los métodos mas habituales.

- Melanoidina (Mel): La melanoidina se ha utilizado como
representacion de un tipo de materiales organicos que facilmente
pueden interferir en la separacion de BC del resto de material
organico. La melanoidina fue definida por primera vez por Maillard
(1917) pero se han publicado otros protocolos de sintesis (Allard et
al., 1997; Olsson et al., 1978), se eligié un procedimiento estandar
facil de llevar a cabo, sin requerimientos técnicos ni excesiva
laboriosidad; basicamente la melanoidina fue producida
artificialmente mediante reaccion entre Urea y Glucosa en agua
destilada a 90 °C durante 30 dias. El material fue proporcionado por
la Universidad de Zurich.

- Kerdgeno (Ker): Material rico en kerdgeno procedente de la
zona Mahogany de la formacion de rocas productoras de petroleo
“Green River” (Utah, USA). En general se trata de un material
geologico bituminoso rico en compuestos derivados del petrdleo y

esquistos ricos en carbonatos. El servicio geologico de los Estados
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Unidos de América lo utiliza como material de referencia (codigo
SGR-1) y podemos encontrar algunos resultados del analisis del
mismo a través del Dr. Stephen A. Wilson, U.S. Geological Survey,
Box 25046, Denver, USA (http://minerals.cr.usgs.gov)

- Lignito (Lig): Seleccionado como representante tipico de la
parte final del amplio rango de carbones existentes, la antracita no
fue incluida debido a su baja reactividad y escasez. Se trata de un
lignito procedente del condado de Mercer (Dakota del Norte, USA)
proporcionada por el Argonne National Laboratory (USA).
(http://www.anl.gov/)

- Hulla Bituminosa (Bit): Hulla de alto grado de reflexion
procedente del condado de Buchanan (Virginia, USA).
Proporcionada por el Argonne National Laboratory (USA).
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Tabla 3.1.1 Cuadro resumen de muestras de referencia estudiadas
Muestra Codigo Descripcion del material Fuente

Grupo 1: Muestras de referencia naturales

Polvo Urbano (SRM 1649a) — muestreado entre 1976-1977
Aerosol AS  as materia particulada atmosférica del area de Washington ~ NIST
DC area (USA)

Sedimento marino (SRM 1941b) — muestreado en al puesto

i i M NIST
Sedimento marino S de Baltimore en la bahia Chesapeake (USA) S
. Vertisol arenoso muestreado a 0 - 10 cm en Urbrae (Sur CSIRO Land
Vertisol VS Australia) and Water,
) Adelaide
. Mollisol ligero, muestreado a 20 — 60 cm de profundidad en CSIRO Land
Mollisol MS . . . . and Water,
Hildesheim-Braunschweig (Harsum, Alemania). .
Adelaide
.aterla organica MOD Materl‘a orgénica dlsuelFa del rio Suwannee utilizando 1SS
disuelta osmosis inversa (Georgia, USA)
Grupo 2: Materiales ricos en BC producidos artificialmente
Hollin Ho  Hollin procedente de una llama de n-Hexano ]S)r::iht M.

Madera dura de castafio (Castanea sativa ) carbonizada a
Madera Carbonizada ~ MCar 450 °C durante 5 horas en atmosfera de N (Tessin,

Switzerland)
Paja de planta de arr6z (Oryza sativa ) carbonizada a 450  University of]

°C durante 5 horas en atmdsfera de N (Tessin, Switzerland) Zurich
Grupo 3: Materiales potencialmente interferencia con BC

University of]
Zurich

Planta Carbonizada PCar

Residuo formado mediante la reaccion de urea con glucosa University off

idi Mel
Melanoidina ¢ a 90 °C durante 30 dias Zurich
. Kerogeno procedente de Green River, muestreado en la
K . USGS
Ker6geno T formacion petrolifera Mahogany (Utah, USA)
Lo Argonne
. . Lignito muestreado en el condado Mercer (North Dakota, .
Lignito Lig National
USA)
Laboratory
Argonne

. . . Hulla bituminosa Pocahontas— muestreada en el condado de .
Hulla Bituminosa Bit Buchanan (Virginia, USA) National

Laboratory.
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3.1.2  Sedimentos marinos. Area de estudio

El entorno marino y estuarino del litoral de la costa Sur-atlantica
espafnola, donde se encuadra nuestra area de estudio, es una zona
geologicamente compleja y muy interesante desde el punto de vista
medioambiental, caracterizada por la existencia de un extenso deposito de
sedimentos que alcanza una superficie de 90.000 Km” . Las corrientes
profundas del Mediterraneo afectan significativamente el patron de
sedimentacion en el area y son, en parte, responsables de la movilizacion,
transporte y deposicion de grandes volimenes de materiales detriticos a lo
largo y ancho de toda la plataforma y talud continental que favorece la
formacion de turbiditas (Bonnin et al., 1975, Martinez de Olmo et al., 1984,
Flinch et al., 1996, Somoza et al., 1994, Berasategui et al., 1998, Battista et al.,
2000). Las turbiditas son rocas formadas en el medio marino a partir de
sedimentos que se depositan por gravedad en los taludes y borde de la
plataforma continental. Se trata de un material de gran interés para estudios de
biogeoquimica ambiental y en particular para el estudio de formas de C
refractario (Middelburg y De Lange, 1988; Prahl et al., 1989, 1997; Keil et al.,
1994; Cowie et al., 1995; Middelburg et al., 1999). Existe un precedente de
estudios sobre BC en un area cercana a esta zona, fue llevado a cabo por el
equipo del Dr. Jack Middelburg, que cuantifico el C refractario en cinco
muestras de sedimentos Mediterraneos y Atlanticos (tomadas entre los 175 y
4909 m de profundidad), encontrando valores que variaban entre un 16 y un 29
% del C organico total (TOC).

Las muestras de sedimentos para la realizacion de este estudio fueron
tomadas, en la plataforma continental interna y en los estuarios de la costa
onubense, durante cruceros realizados los afios 2000 y 2001 en el marco de un

proyecto de investigacion sobre la “Geoquimica ambiental de los sedimentos
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de la costa de Huelva” (BACH-Proyecto BC, REN 2002-04602-C02). En la

Figura 3.1.2a se presenta la imagen de los estuarios de la zona estudiada.
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Figura 3.1.2a Esquema de los estuarios del sudoeste de la Peninsula
Ibérica

En la zona de estudio existen principalmente dos tipos de estuarios: de
llanuras costeras o aluviales, con forma de trompeta y encajado en depdsitos
cuaternarios como seria el del Guadalquivir, y los formados sobre sustratos
rocosos (rock-bounded estuaries"), cuya forma depende de la secuencia y
estructura de los materiales que los confinan, adquiriendo formas irregulares,
caso del Guadiana.

El estuario del rio Guadiana es el sistema mesotidal fluvio-marino mas
importante del Sudoeste de la Peninsula Ibérica. Situado sobre un sustrato
paleozoico, los efectos de la Transgresion Flandriense suponen, en la
desembocadura del rio Guadiana, la formacion de un canal de estuario sobre un

valle fluvial. Este estuario se configura como el tinico sistema del litoral en el
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que no se ha producido la colmatacion de una amplia bahia, que nunca existio
debido al elevado encajonamiento del enclave. En lugar de esta amplia bahia,
existi6 un pequefio entrante costero en el sector mas meridional del sistema
(Estuario Marino) el cual, y debido precisamente a esta peculiaridad, ha
evolucionado de una forma diferente.

El estuario del rio Guadalquivir se forma sobre un sustrato clastico
nedgenocuaternario donde fue posible la formaciéon de una bahia amplia,
desarrollandose llanuras mareales extensas en su interior que actualmente
muestran un alto grado de colmatacion. En una posicion intermedia se
encuentran los estuarios de los rios Piedras, Tinto y Odiel, que se disponen
sobre un sustrato clasico nedgeno-cuaternario y en ellos la contribucioén
fluvial es mucho menor. En estos tltimos se producen las descargas fluviales
en el interior de los estuarios y aparecen llanuras mareales amplias y con
vegetacion. Se desarrollan flechas litorales en sus desembocaduras,
alimentadas por la deriva litoral del oeste. (Borrego et al., 1993, 1999).

Las caracteristicas especiales de estos estuarios hacen muy
frecuentes, en época de lluvias, la aparicion de corrientes de turbidez y los
flujos de sedimentos subacuosos por gravedad que generalmente son
corrientes esporadicas, con mayor densidad debido a la gran cantidad de
material sélido que llevan consigo. Estas corrientes son las que depositan las
turbiditas y los materiales con facies afines que se intercalan entre los
sedimentos pelagicos. También se producen con frecuencia corrientes de
densidad (del mar al rio y viceversa), se trata de cambios de masas de agua
que intentan amortiguar diferencias de densidad, temperatura o salinidad
entre las dos masas acuosas (Morales-Gamboa, 1999) y que podrian hacer
variar sensiblemente los valores obtenidos de un periodo del afio a otro.

De entre las mas de 200 muestras de sedimentos tomadas, se

seleccionaron para nuestro estudio 13 muestras representativas de entornos de
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especial interés, en la Tabla 3.1.2 se presentan las coordenadas geograficas,
profundidad, localizacién y codigo asignado a cada muestra estudiada. Entre
ellas incluimos muestras de sedimentos tomadas en la plataforma continental
del Golfo de Cadiz en mar abierto (muestras M-131; M-155), muestras tomadas
en el tramo final de rios (R-25 en el Rio Odiel, R-39 en el Rio Tinto, R-35 y R-
40 en la confluencia entre ambos), muestras tomadas en estuarios (E-202 en el
estuario del Rio Piedras, E-213, E-218, E-226 y E-209 en el estuario del Rio
Guadiana) y muestras situadas en zonas de transicion entre Rio y estuario como

la R/E-211 (transicion al Rio Guadiana) y R/E-28 (transicion al Rio Odiel).
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Figura 3.1.2b Mapa de la zona de estudio y localizacion de las muestras
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Tabla 3.1.2 Localizacion y profundidad de las muestras estudiadas

uestra Latitud N[ Longitud W Localizacion Profundidad (m)
R-25 37°14°51.07" |6°57°35.06"" |Rio Odiel 7
R/E-28 37°7°51.89"" 16°49” 55.63"" |Desembocadura R. Odiel 3
R-35 37°12°20.74" 16°56°31.45"" |Rio Tinto-Odiel 18
R-39 37°12°48.49"" 16°55749.55" |Rio Tinto 4
R-40 37°12°34.20"" 16°56712.37"" |Rio Tinto-Odiel 4
E-202 37°12°43.27" |7°9°27.86" Estuario Rio Piedras 12
E-209 37°9°23.87"" |7°17°34.51"" |Estuario Rio Guadiana 4
R/E-211 [37°12717.06"" |7°20°42.83"" |Estuario Rio Guadiana 5
E-213 37°12°20.74" |7°20719.32"" |Estuario Rio Guadiana 13
E-218 37°8°48.66"" |7°20°0.60"" |Estuario Rio Guadiana 12
E-226 37°8°48.23"" |7°15759.58"" |Estuario Rio Guadiana 17
M-131 37°423.05"" |7°9° 53.10" Plataforma cont. Marina 36
M-155 37°1°59.84"" |7°21°58.25"" |Plataforma cont. Marina 70

3.2

PREPARACION DE MUESTRAS PARA EL ANALISIS

Los sedimentos marinos fueron divididos en dos partes, una de ella

se guardd para mantener el registro en la litoteca del Instituto Geoldgico y
Minero de Espafia y la otra mitad se utilizé para llevar a cabo nuestro
estudio. Las muestras se almacenaron en himedo y se congelaron a una
temperatura de -20 °C para evitar el desarrollo microbiano. Antes de los
analisis se secaron por liofilizacién y se homogeneizaron mediante molienda
y tamizado (luz de malla < 2 mm).

Todas las muestras fueron almacenadas en lugar seco a 4 °C para
evitar posibles desarrollos microbianos.

La escasa riqueza en Carbono Orgénico (TOC) de la mayoria de los
sedimentos hizo necesario, en muchos casos, la aplicacion de tratamientos
previos para concentrar el contenido en C y mejorar la resolucion de los

analisis realizados con algunas técnicas instrumentales utilizadas. En el caso
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particular de la espectroscopia de NMR C en estado solido es necesaria la
eliminacion de material paramagnético y mineral, sin este tratamiento previo
la posibilidad de obtener espectros de calidad es baja. En la actualidad se
aplican varios tratamientos diferentes para minimizar este problema y
mejorar de esta forma la calidad de los espectros (Calderoni y Schnitzer,
1984, Arshad et al., 1998 y Skjemstad et al., 1992). Uno de ellos consiste en
el uso de acido fluorhidrico diluido (HF) (Preston et al., 1989, Skjemstad et
al., 1994, Schmidt et al., 1997, Dai y Johnson, 1999, Smernik y Oades, 1999
y Smernik y Oades, 2000). Después de tratar varios suelos de Australia con
una solucion de HF al 2 %, (Skjemstad et al., 1994) se observd un
incremento del ratio C/Fe entre 1 y 17 y seglin datos de Schmidt et al. (1997)
utilizando HF al 10 % se obtuvo un incremento del ratio C/Fe entre 140 y
650 en suelos de Alemania. En ambos casos, debido a la eliminacion de
silicatos y 6xidos de hierro, se consiguié un enriquecimiento relativo en el
contenido en materia organica de hasta 20 veces la proporcion inicial. Sin
embargo, aunque el tratamiento con HF no produce cambios significativos
en la distribucion de la materia organica ni en la fraccion de formas de MO
nitrogenadas (Kogel-Knabner, 1995; Knicker et al, 2000), se detectaron
pequetias pérdidas de formas labiles de carbohidratos y aminoacidos. Estas
pérdidas de MO labil seran discutidas mas adelante pero cabe decir aqui que,
en el proceso de aislamiento de formas de MOR en sedimentos, no supone

problema y contribuye a mejorar la calidad de los espectros obtenidos.
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3.3 METODOS ANALITICOS

3.3.1 Analisis fisico-quimico de las muestras. Determinaciones de carbono
organico total (TOC), carbono inorganico total (TIC), nitréogeno
total (TN) y azufre (TS). Medida de la isotopia 8"C en muestras

brutas

La caracterizacion global del sedimento se llevo a cabo mediante la
determinacion de los contenidos de carbono organico total (TOC), carbono
inorganico total, (TIC), nitrégeno (TN) y azufre (TS).

Las muestras se pesaron en capsulas de estafio (por duplicado) y se
calentaron en el horno de oxidacion a 1000°C con flujo de Helio enriquecido
en O,. Se produce una oxidacion catalitica ("combustion flash dindmica")
que asegura la oxidacion total de la muestra. Los gases de combustion (N,O,
SO,, CO, y H,0) pasan a un horno de CuO a 490 °C donde los diferentes
oxidos de nitrogeno se reducen a N,. A continuacion son transportados por
una corriente de He a una columna cromatografica (Porapak PQS) donde son
separados y posteriormente detectados por un detector de conductividad
térmica. Para el andlisis de TOC se utilizaron dos submuestras de 20 mg de
sedimento liofilizado que se pesaron en contenedores de plata y se procedio
a su analisis en un analizador elemental CHNS Carlo Erba EA1108. Una de
las submuestras se descarbonata mediante tratamiento con una disolucioén
acuosa de HCI (25 %) y la otra se analiza directamente sin pretratamiento. El
contenido de TOC se obtiene por la lectura instrumental de la muestra
descarbonatada y el TIC se calcula por diferencia entre el C total de la
muestra sin tratar y el TOC. El contenido en TN fue medido en el mismo
analizador elemental por combustion con oxigeno en horno de induccion

(Eltra modelo CS-800). Las medidas se determinaron mediante el analisis
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de los gases de combustion (NOy) haciendo uso de detectores de absorcion
infrarroja en estado so6lido. Los porcentajes de C, N y S se obtienen mediante
comparacion con los correspondientes valores obtenidos para una sustancia

patréon previamente analizada.

Medidas isotopicas (& “C) en muestras brutas

La medicion de las relaciones isotopicas & °C en muestras brutas se
llevd a cabo en sedimentos marinos desmineralizados y en muestras de
referencia de BC. Se realizaron en un analizador elemental CHN NA 1500
Carlo Erba (Milan, Italia) en el cual los gases procedentes de la combustion de
la muestra son conducidos directamente a un espectrometro de masas (modelo
VG Sira 10) acoplado segiin Girardin y Mariotti, 1991. Los valores de isétopos
de C medidos se expresan en tantos por mil (%o) relativos al estandar de Pee
Dee Belemnite (PDB).

En general el ratio isotdpico de C para biomasa terrestre procedente
de plantas tipo C3 varia entre -23 y -34 %o con una media aproximada de -26
%o (Meyers, 1997), mientras que los valores 6 13COrg en plantas marinas
oscilan entre -18 y -20 %o, siendo -23 %o el valor medio para 13COrg en
sedimentos marinos (Holtvoeth et al., 2005). El valor de & "*C en carbonatos
suele tener valores en torno al 1 %.. Estos valores quedan reflejados de

forma grafica en la Figura adjunta.
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i A
-26 % = 6 %o
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( plantas terrestres )

Figura 3.3.1 Valores promedio de  *C en diferentes medios

En cuanto a la variacion isotopica de la vegetacion, en las plantas
superiores los valores 0"°C varian entre -10 a -30%o, la causa principal de esta
variacion son las diferencias en el proceso fotosintético de las plantas. Las
plantas C3 (vegetales superiores en general) poseen valores mas bajos,
usualmente de -23 a -34 %o (Grocke, 2002), mientras que las C4 (plantas
tropicales no arboreas y numerosas especies herbaceas) tienen valores mas altos

entre -10y -15 %o .

3.3.2 Caracterizacion estructural

3.3.2.1 Termogravimetria (TG), Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)
acoplado a Espectrometria de Relacion Isotopica de °C, (3°C IRMS)

Los analisis termogravimétricos se realizaron en un aparato Jupiter

449C. Aproximadamente 40mg de sedimentos se pesaron en un crisol de Al,O;

de pequefio tamafio, las muestras de calentaron a 20°C min' desde
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temperatura ambiente hasta 650°C con un flujo constante del 20 % de O, en He
(50 cm® min ") y desde 650° a 1000 °C utilizando unicamente flujo de He (para
poder detectar la presencia de carbonatos) (Lopez-Capel et al, 2005; Lopez-
Capel et al, 2006). Mediante el uso de un capilar auxiliar acoplado, los gases
producidos durante el andlisis termogravimétrico de las muestras se pasan
directamente a un sistema analizador de relaciones isotopicas (IRMS) PDZ
Europa 20:20, preparado para medir 8"°C a distintas temperaturas (Lopez-Capel
et al, 2005). Para los analisis IRMS se tomaron 6 muestras del gas emitido y
transferido al capilar durante el perfil de calentamiento TG-DSC a temperaturas
comprendidas entre 300 y 600 °C. Estas muestras correspondieron a los gases
desarrollados a 300, 350, 430, 510, 540 y 596 °C respectivamente, temperaturas
que fueron seleccionadas por corresponder con los cambios (reacciones)
detectados mediante el DSC. Durante cada analisis se muestred 6 veces CO, de
referencia (3 al principio y 3 al final) procedente de un contenedor comercial
de CO, con valor de 8"C acreditado por un laboratorio de referencia (Iso-
Analytical, UK) (8"°C=-35.24 %o).
8= [ (Rvtuesta=Rstp) / R1p 1X10°
Riestra €8 €l ratio *C/C para cada muestra estudiada y Rsrp es el ratio Be/c

del estandar de PDB (Coplen, 1996).

3.3.2.2 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de °C en estado

solido (CPMAS "C NMR)

Las muestras de sedimentos marinos fueron tratadas previamente
con Acido Fluorhidrico (10 %) para la eliminacion de la fraccion mineral y
de las sustancias paramagnéticas presentes (Schmidt et al. 1997) y a
repetidos lavados con H,O. Los espectros se obtuvieron a un campo de 4,7

Tesla con un espectrometro Bruker DSX 200 (Bruker Analytic GmbH,
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Alemania) a 50,32 MHz en “C, bajo condiciones de polarizacion cruzada
(CP) (90° 'H) y rotacion en el angulo magico (MAS). El intervalo entre
pulsos fue de 300 ms, y el tiempo de contacto de Ims. Para cada espectro se
acumularon entre 10* y 10° FID (Free Induction Decay). El tiempo de
adquisicion fue de 12,8 ms. La frecuencia de rotacion en el angulo magico
fue de 6,8 kHz, empleando un rotor estindar de 7mm de doble cavidad
donde se dispusieron aproximadamente 300 mg de muestra. Los
desplazamientos quimicos fueron referenciados a la sefial correspondiente al
carboxilo de la glicina, (176,03 ppm) que se utilizb6 como estandar externo
aplicando una secuencia estandar de pulsos de polarizaciéon cruzada (CP)
(Cook et al., 1996; Dria et al., 2002).

Para la cuantificacion de BC aislado de los sedimentos marinos, se
utilizd un espectrometro Bruker Avance 300 (Bruker Analytic GmbH,
Alemania) a 75 MHz en "C, equipado con un rotor de 4mm para el que solo
era necesario utilizar 100 mg de muestra aproximadamente. La frecuencia de
rotacion en el angulo magico fue de 12 kHz, para el resto de parametros se
seleccionaron los mismos valores estandar. Para realizar la cuantificacion de
las regiones espectrales, los espectros de estado solido de RMN “C se
integraron utilizando la rutina de integracion del espectrometro y fueron
divididos en 5 regiones de desplazamiento quimico, 0-45 ppm (C-alquilico);
45-60 ppm (N-alquilico C, C-metoxilo); 60-110 ppm (O-alkilo-C); 110-160
ppm (C-aromatico; C-olefinico); 160-185 ppm (C carboxilico, C amida ) y
185-245 ppm (C-cetonas; C-aldehidos) (Knicker y Liidemann, 1995).
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3.3.2.3 Resonancia Magnética Nuclear de alta resolucion de 'H con giro de
angulo magico (HR-MAS 'H NMR) TOCSY (7Otal Correlation
SpectroscopY).

Para el estudio de la MOR en muestras seleccionadas de sedimentos
marinos se aplicd también la Resonancia Magnética Nuclear de alta
resolucion de 'H en con giro de angulo magico en 2 dimensiones (TOCSY
HR MAS ('H-"H) NMR).

En un experimento TOCSY la magnetizacion fluye a lo largo de toda
la red de acoplamientos y se obtienen sefales de correlacion entre todas las
frecuencias de los espines que pertenecen a una misma red de acoplamientos
(mismo sistema de espin).

El espectro TOCSY contiene picos diagonales y picos de cruce
simétricos. Los picos de la diagonal corresponden al espectro de proton.
Todos los picos de cruce aparecen en fase y del mismo signo que los picos
diagonales, y, si no se trataria de artefactos. Cualquier conjunto de protones
en una cadena de acoplamientos J que no est¢ interrumpida por una
constante de acoplamiento muy pequefia (< 3 Hz) puede dar lugar a picos de
cruce en el experimento TOCSY.

El funcionamiento del experimento TOCSY se basa en que durante
el tiempo de mezcla (Tm) se aplica una combinaciéon de pulsos que bloquea
la magnetizacion de todos los protones en el plano transversal (plano xy) de
forma que se elimina la diferencia de desplazamientos quimicos entre ellos.
En esta situacién el sistema de espines se comporta como si estuviera

fuertemente acoplado (mezcla isotropica).
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Figura 3.3.2.3a: Secuencia de Pulsos TOCSY

Tras el primer pulso de 90° de excitacion y el tiempo de evolucion ¢,
la magnetizacion es sometida a un bloqueo de espines en el plano transversal
durante el tiempo de mezcla (7m) del experimento. El bloqueo de espines
impide la evolucion con el desplazamiento quimico y por tanto el sistema se
comporta como si todos los ntcleos estuvieran fuertemente acoplados. En
esta situacion el proceso de transferencia de magnetizacién hacia otros
nucleos del sistema de espines acoplados resulta muy eficaz. Esta
transferencia es registrada durante el tiempo de adquisicion ().

La eficacia de la transferencia TOCSY depende de los valores de
cada constante de acoplamiento a lo largo de todo el sistema de espines. Esta
dependencia tiene una formulacién matematica bastante complicada que
requiere conocer con precision todas las constantes de acoplamiento
implicadas. En general no es sencillo predecir cuantitativamente las
intensidades de los picos de cruce de TOCSY. Experimentalmente el tiempo
de mezcla (Tm) es el parametro que controla que haya mayor o menor
transferencia TOCSY hacia protones alejados en el sistema de espines desde
un proton dado. A tiempos de mezcla cortos s6lo aparecen correlaciones con
los protones mas proximos. A medida que Tm se aumenta aparecen mas
correlaciones en el espectro TOCSY. Existe un valor de Tm por encima del
cual ya aparecen en el espectro todas las correlaciones posibles, en nuestras
medidas realizamos los experimentos utilizando Tm de 60 y 100ms, la

Figura 3.3.2.3b explica graficamente este efecto.
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Fig. 3.3.2.3b: Efecto del tiempo de mezcla en la aparicion de un mayor o
menor numero de correlaciones en el experimento TOCSY para una
molécula genérica

Finalmente se incorpor6 un moédulo conocido como “Watergate”
que, justo después del periodo de bloqueo de espines TOCSY, consigue la
supresion de sefal del disolvente y mejora la resolucion espectral.

Los experimentos fueron realizados en un espectrometro Bruker
Avance 400 a MHz. Aproximadamente 30 mg de muestra fueron
empaquetados en capsulas rotatorias de 4 mm de zirconio y bafiados por
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6). E1 DMSO es utilizado para mejorar
la movilidad molecular de la muestra y se deutera para eliminar la sefial de
los protones correspondientes al solvente. Todos los espectros en 2
dimensiones se adquirieron a una velocidad de giro de 12 kHz bajo giro de
angulo magico para reducir los efectos de desplazamiento quimicos
producidos por anisotropia, interacciones dipolo-dipolo y susceptibilidad
magnética al ensanchamiento de bandas. Espectros 1D de 'H fueron
adquiridos utilizando una secuencia de pulsos CPMG y un tiempo de espera
(delay time) de 60 ps. Posteriormente para los espectros de 2D 'H-'H
TOCSY se aplicod un pulso de presaturacion (256 scans) de 25 ppm de ancho
de barrido y 2 s de tiempo de espera entre ciclo y ciclo (recycle delays) {256
scans, TD (F,) 1024, TD (F,) 512}. Los datos fueron adquiridos aplicando
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un programa de incremento de fase proporcional al tiempo (TPPI) y se
utilizaron tiempos de mezcla (mixing time) de 60 ms y 100 ms, la secuencia
de pulsos consistio6 en un desplazamiento de fase de 90° en ambas
dimensiones (para F; y F,) que incorporaba justo después del periodo de
bloqueo de espines TOCSY un médulo “watergate” para la supresion de

sefiales procedentes de protones en el disolvente.

3.3.2.4 Pirdlisis-Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas (Py-
GC/MS) y Termoquimiolisis (TMAH-Py-GC/MS)

Las piro6lisis (Py) de las muestras se realizod por calentamiento rapido
en ausencia de oxigeno en un pirolizador tipo microhorno “double shot”
(modelo 2020, Frontier Laboratorios, Fukushima, Japon) conectado a un
equipo GC-MS Agilent 6890N.

Se pesaron aprox. 1-2 mg de muestra en una capsula de platino que
se introdujo en el microhorno calentandose a 500 °C durante 30s. El horno
del GC se programé de 50 a 100 °C, a 30 °C min"' aumentdndose después a
300 °C a la velocidad de 10 °C min'. El inyector y la interfase se
programaron a 250 °C y 280 °C respectivamente. Se utilizd6 una columna
capilar de 25 m x 0,25x 0,25 mm. DB5 MS (J&W Scientific) y como gas
portador se utilizé He con un flujo de 1 ml min". Las condiciones del MS
Agilent 5973 fueron las siguientes: rango de masas: 40-600, scans s : 0,7; T
de la fuente de ionizacion: 230 °C; voltaje de ionizacion: 70 eV.

Los productos de pirdlisis fueron identificados mediante el analisis
de los espectros de masas de cada pico, tiempos de retencion
cromatograficos y comparacion de los espectros de masas con los
almacenados en las librerias de la estacion de datos (Wiley, NIST -National

Institute of Standard and Technology y NBS -National Bureau of Standard),
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0 con espectros anteriormente publicados. La estimacion del area de los
picos de los diferentes productos de Py se realizé en forma de abundancias
totales, teniendo en cuenta que la suma de las areas de todos ellos
corresponde al 100% del area del cromatograma del i6n total (TIC).

Para una completa caracterizacion de la MO en sedimentos marinos,
se realizd una desorcion previa a la pirolisis. Durante este primer paso la
muestra fue introducida en el horno a 100 °C y la temperatura fue elevada
hasta 280 °C a 10°Cmin' y se mantuvo a 280 °C durante 1 minuto,
mientras que las condiciones de la columna fueron las mismas que las
seflaladas anteriormente. En general podemos decir que se trata de una
técnica con buena reproducibilidad, que requiere poca cantidad de muestra
para el analisis, y permite interpretar los resultados tanto cualitativamente
como semi-cuantitativamente.

En formas de MOR aisladas de los sedimentos brutos se llevo también
a cabo una pirdlisis en presencia de hidroxido de tetrametilamonio (TMAH)
que es considerada como una “termoquimiolisis” o hidrdlisis alcalina
asistida térmicamente. Para ello las muestras se mezclaron con una minima
cantidad de TMAH (25% en disolucion acuosa), la mezcla resultante se seco
en un desecador a vacio a 30 °C antes de proceder de forma similar a la

pirdlisis convencional.

3.3.3 Aislamiento de formas de materia organica refractaria en

sedimentos marinos

Después de estudiar con detalle las metodologias existentes para el
aislamiento y estudio de formas de MOR y BC en muestras naturales complejas
como suelos y sedimentos, y teniendo en cuenta los medios técnicos de los que

podiamos disponer, decidimos utilizar dos metodologias distintas:
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i) Aislamiento de MOR mediante extraccion secuencial

Después de preparar las muestras para su andlisis se tomaron
aproximadamente 200g de cada una, posteriormente fueron sometidas a un
tratamiento de extraccion en tres pasos que incluyeron:
1). Extraccion de la fraccion lipidica mediante extraccion a reflujo en
sohxlet con una mezcla de diclorometano y metanol (3:1) durante 12 horas,
después de la eliminacion de disolventes por secado a vacio se procedio a la
extraccion de las Sustancias Humicas (SH) en las muestras de sedimentos.
2). Extraccion de las SH, las muestras se pusieron en agitaciéon con una
solucién de NaOH 0.1N durante 24h. La fraccion soluble en alcali (extracto
humico total) se separ6 por centrifugacion y filtracion, repitiéndose el proceso
varias veces hasta que los extractos presentaron poca o nula coloracion. Al
conjunto de extractos se afiadi6 HCI (al 35%) hasta pH 1, (McCarthy y
Malcolm, 1979) precipitando los acidos humicos (AH) y quedando en
disolucion los acidos fulvicos (AF). Los AH se recogieron por centrifugacion
(4500 r.p.m), se redisolvieron en NaOH 0,5M y se volvieron a centrifugar
(15000 r.p.m) para eliminar parte del material arcilloso.
3). Por ultimo, siguiendo el protocolo descrito por Lim y Cachier (1996),
el residuo se someti6 a una hidrélisis drastica en medio acido con Clorhidrico
(HCI) (6M) y mezcla de Clorhidrico y Flourhidrico (HCI/HF) 1:1 (6M), que
tratd de eliminar la fraccion mineral de las muestras, posteriormente se le
aplicaron lavados con H,O destilada hasta pH 7. Un esquema del

procedimiento seguido puede verse en la Figura 3.3.3
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Sedimento Marino

bruto
Liofilizado, molido y
tamizado
Lipidos CH,0H / CH,(Cl,
HA/FA Sustancias Extraccion
himicas 0.5 M NaOH

0.2M Pirofosfato sodico

Sedimento enriquecido
en humina

Hidrdlisis HCl, HC/HF
Fraccion mineral

Figura 3.3.3 Esquema del proceso de extraccion secuencial aplicado para
el aislamiento de MOR en sedimentos marinos

ii) Aislamiento de MOR (incluido BC) mediante degradacion
oxidativa con Clorito de Sodio y cuantificacion de BC mediante el uso de
RMN “C.

En este caso se siguid el procedimiento descrito por Simpson y
Hatcher (2004), basicamente el proceso consta de un tratamiento inicial de
las muestras (10-15g) con 50 ml de Acido Fluorhidrico (HF) al 10% (5
veces), para la eliminacion de la fraccion mineral y de las sustancias
paramagnéticas presentes (Schmidt et al. 1997), a continuacion se someten a
repetidos lavados con H,O, liofilizado y por ultimo se realiza un tratamiento
oxidativo aproximadamente a 1 g de muestra (pretratada con HF) se le afiade

Clorito de Sodio (NaClO,) (0.5g), agua desionizada (30ml) y acido acético
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(1ml), se agita durante 2 horas, se centrifuga (2000g, 25 min), el proceso se
repite 3 veces, después del ultimo paso las muestras son agitadas en agua
desionizada repetidas veces y centrifugadas para eliminar el exceso de sales.

El residuo final es congelado y liofilizado. El tratamiento con Clorito
de Sodio tiene como objetivos principales la eliminacion de la MO 1abil y
fundamentalmente de los compuestos derivados de lignina, y cuya presencia
podria hacernos sobreestimar el contenido en BC, ya que resuenan a
frecuencias comprendidas dentro del rango 110-160 ppm en RMN de "C,
que corresponde con la sefal de C-aromatico. Asi el contenido en BC se
determiné, siguiendo el procedimiento descrito por Simpson y Hatcher
(2004), en funcion de la proporcion relativa de carbono aromatico (sefial
110-160 ppm en RMN de estado solido de *C), la proporcion de material
que ha resistido el proceso de oxidacion completo y el contenido en C
organico en cada muestra después del proceso de oxidacion con Clorito de
Sodio (TOC gpa).

La proporcion de C orgénico total (TOC) de cada muestra que se
encuentra en forma de BC se obtiene dividiendo el contenido en BC por el
valor de TOC que cada muestra tenia inicialmente, antes del proceso de
oxidacion. Para testar que la eliminacion de compuestos derivados de lignina
ha sido efectiva, y que por tanto no se va a sobreestimar el contenido en BC
por este motivo, se realizo la pirdlisis en presencia de hidroxido de
tetrametilamonio (TMAH), que es considerada como una “termoquimiolisis”
o hidrolisis alcalina asistida térmicamente. Para ello las muestras se
mezclaron intimamente con una minima cantidad de TMAH (25% en
disolucion acuosa), la mezcla resultante se secd en un desecador a vacio a

30°C antes de proceder de forma similar a la pir6lisis convencional.
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3.3.4 Analisis estructural de muestras aisladas

Asi mismo, se llevd a cabo un completo analisis estructural de las
muestras aisladas mediante los procedimientos descritos anteriormente,
utilizando para ello Analisis Termogravimétrico (TG y TG-DSC), Resonancia
Magnética Nuclear de C en estado solido (CPMAS “C NMR) y Pirolisis
analitica (Py-GC/MS).
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS DE
REFERENCIA DE BLACK CARBON

Con el fin de que las metodologias disenadas para el analisis de
muestras reales fueran ensayadas en un rango de materiales lo mas amplio
posible, y al mismo tiempo contribuir a resolver el problema de las
divergencias en la cuantificacion de BC, se han estudiado las muestras de
referencia recomendadas por el BC-Ring Trial, descritas en las paginas 33 a

37 del capitulo anterior.

4.1.1 Analisis elemental e isotopico

La Tabla 4.1.1 recoge los valores obtenidos en el anélisis elemental e
isotopico de las muestras de referencia estudiadas. La heterogeneidad de las
mismas no nos permite hacer una comparacion directa entre ellas, pero los
datos presentados en dicha Tabla nos ayudaran a comprender algunos
resultados de estudios posteriores, ademas de contribuir a una completa
caracterizacion de las muestras.

Es de seiialar el elevado contenido en C de los materiales producidos
artificialmente, y la variabilidad de valores en los otros dos grupos de
muestras. Los contenidos en N son generalmente bajos (<1%), exceptuando

los valores del aerosol (2,73 %) y de la melanoidina (8,65 %).
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Tabla 4.1.1: Resultados del analisis elemental e isotopico en las muestras

de referencia

MUESTRA , TOC 1IN % 8N
REFERENCIA | "1 ) &) "ON| ) )
Sedimento Marino SM 3,01 0,12 251 | -24,61 6,36
Muestras de Vertisol VS 3,16 021 15,0 | -22,22 6,16
referencia  f \1o11isol MS 1,93 0,10 19,3 | -25,86 7,94
naturales . .
Materia Organica
Disuelta MOD | 4547 0,54 84,2 | -28,06 3,01
Aerosol AS 17,83 2,73 6,5 -25,08 3,59
Materiales | Hollin Ho 92,19 0,44 209,5 | -23,05 743
ricosen BC | Madera
producidos | Carbonizada MCar | 73,60 0,12 6133 | -26,37 -3,66
artificialmente
Planta Carbonizada | PCar | 60,14 1,06 56,7 | -26,68 3,63
Melanoidina Mel | 5426 8,65 6,3 -16,58 -3,03
Materiales | Kerdgeno Ker 27,23 0,84 324 | -24,33 17,53
interferencia |  jonito Lig | 58,36 1,00 584 |-23,54 -4,58
Hulla Bituminosa Bit 84,67 0,82 103,3 | -2292 3,09

En general todos los valores de 6"°C muestran que la MO procede
mayoritariamente de plantas  terrestres C3, lo que era esperable
particularmente en el caso de las muestras de carbonizados artificiales PCar
y VCar ya que proceden de arroz (Oryza sativa) y madera de castaino
(Castanea sativa) respectivamente, plantas de tipo (C3).

Unicamente la melanoidina (Mel) preparada artificialmente
mediante la reaccién entre urea y glucosa, muestra valores o6'"°C
correspondientes a vegetacion C4, lo que podria estar indicando que la
glucosa ha sido obtenida a partir de azucar de cafia (Saccharum officinarum)

y no de remolacha (Beta vulgaris) que es de tipo C3.
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El resto de los materiales de interferencia presentan valores de §'°C
dentro del intervalo de valores tipicos para carbones bituminosos, lignitos y
kerogenos de -23 a -27 %o (Whiticar, 1996; Grocke, 1998), aunque quizas
ligeramente enriquecidos en "C. Este ligero enriquecimiento ha sido
asociado por algunos autores a procesos asociados con la coalificacion
(Jones y Chaloner, 1991; Robinson y Hesselbo, 2004).

El rango de valores de 0"°N, en plantas superiores es mas estrecho
que en el caso de 6"°C, y varia habitualmente entre -5 a +5 %o. Las plantas
fijadoras de N, atmosférico que crecen en condiciones naturales tienen
valores habitualmente de -2 a -9 %o (Delwiche y Steyn, 1970; Goericke et
al., 1994; Beaumont y Robert, 1999), mientras que las plantas que utilizan
tnicamente N mineral del suelo (NO; o NH,') poseen habitualmente
valores positivos. Por ello cambios en los valores 6°N pueden revelar
variaciones en productividad, niveles de nutrientes o tipo de vegetacion
(Altabet y Francois, 1994; Freudenthal et al., 2001).

En cuanto a los valores de 0"°N de las muestras de referencia se
observa muestran una enorme variabilidad, particularmente en el grupo de
materiales interferencia que varian desde -4,58 %o obtenido en el lignito
(Lig), hasta 17,53 %o medido en la muestra de Kerdgeno (Ker), valor que
practicamente coincide con el medido para esta muestra de referencia por el
Servicio Geoldgico de Estados Unidos (USGS) que fue 17,4+ 0,4 %o
(Dennen et al., 2006) y puede deberse a una gran alteracion metamorfica
(Beaumont y Robert, 1999). En los otros dos grupos la variabilidad es
menor, presentando valores positivos (entre 3 y 8), con excepcion de la

MCar (-3,66 %).
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4.1.2 Analisis mediante Pirolisis-Cromatografia de

Gases/Espectroscopia de masas (Py-GC/MS)

La Pirdlisis (Py) en conexion con GC-MS ha sido profusamente
utilizada para la caracterizacion directa a nivel molecular de matrices
complejas, incluyendo MO disuelta (DOM) en suelos y aguas (Hempfling
et al., 1990; Schulten y Gleixner, 1999), MO particulada (Gadel et al., 1993;
Da Cunha et al., 2000), MO en suelos, sedimentos, residuos organicos y
formas de materia organica refractaria (Martin et al., 1977, 1994; Zsolnay,
1991; Schulten et al., 1993; Sorge et al., 1994; Schulten y Sorge, 1995; Saiz-
Jiménez et al., 1986a,b; Almendros et al., 1997; Stuczynski et al., 1997,
Gonzalez-Vila et al., 2001; Gonzalez- Vila y Almendros, 2003; Gonzalez et
al., 2003). Se trata de una técnica de elevada reproducibilidad, que requiere
poca cantidad de muestra y que es aplicable directamente sobre la muestra
bruta, lo que eliminaria posibles errores que puedan cometerse durante la
manipulaciéon, ademds permite interpretar los resultados tanto
cualitativamente como semicuantitativamente.

En condiciones controladas la pirélisis conduce a la rotura no sélo de
enlaces de tipo éster y éter, sino también a la de distintas uniones C-C, dando
lugar a fragmentos accesibles a las técnicas cromatograficas. Los
cromatogramas de i6n total (TICs) de los productos de pirdlisis o
“pirogramas” suministran una informacion especifica de tipo “huella
dactilar” (fingerprint) para cada tipo de muestra solida, por muy compleja
que sea la matriz, sin necesidad de pre-tratamientos quimicos. Por otra parte,
muchos de los productos liberados durante la pir6lisis son compuestos de

diagnostico de precursores especificos presentes en la matriz estudiada, lo
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que permite obtener informacién sobre la composicion del material de
partida.

Hoy dia, las diversas modalidades de pirdlisis que existen tienen un
amplio campo de aplicacion en disciplinas muy diversas tales como Ciencias
del Suelo, Geoquimica Organica, Polimeros, Medio Ambiente, etc, en las
que es necesario el estudio de materiales organicos complejos de elevado
peso molecular, y por supuesto también existen algunos precedentes en el
estudio de BC mediante pir6lisis analitica (Quénéa et al., 2005; Gonzalez-
Pérez, 2004; Poirier et al., 2000).

Sabemos que el porcentaje de material pirolizado y la naturaleza del
mismo no tienen porque ser proporcionales a la composicion total de cada
muestra estudiada, siendo ésta una de las limitaciones inherentes a cualquier
técnica pirolitica, pero el estudio detallado de los pirogramas nos
proporciona una idea de la composicion del material pirolizable, sus
propiedades globales y, sobre todo, en un estudio como éste, nos permite
establecer diferencias significativas entre unas muestras y otras.

Una de las desventajas descritas con frecuencia de la pirolisis
analitica es la formacion de los llamados “artefactos” durante la pirdlisis. La
elevada energia transferida durante milisegundos a la muestra, permite la
aparicion de reacciones secundarias inducidas térmicamente y de
fragmentaciones que pueden producir fragmentos diferentes de las
estructuras originales. Ejemplos comunes de artefactos son la formacion de
furanos a partir de carbohidratos, alquilbencenos a partir de acidos grasos
ciclados, y heterociclos nitrogenados a partir de péptidos (Martin et al.,
1977; Saiz-Jimenez et al., 1994; Zang y Hatcher, 2002). Sin embargo, esto
no significa necesariamente que esos compuestos no sean genuinamente
constituyentes de la MO, ya que aunque su estructura haya sido modificada

en muchos casos proceden inequivocamente de un precursor biogénico
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conocido. Otra dificultad habitual al trabajar con cromatografia de gases, es
que algunos productos de elevado peso molecular pueden que no sean
detectados debido a su escasa volatilidad y quedan retenidos en la columna
cromatografica.

De todas formas, como hemos comentado con anterioridad, en
condiciones analiticas optimizadas para cada tipo de muestra la pirolisis
provee de una valiosa informacién en la caracterizacion de MO procedente
de muy distintas fuentes.

Los pirogramas obtenidos para las muestras de referencia estudiadas
se han agrupado en cinco Figuras (Figuras 4.1.2a, b, ¢, d y e) para su mejor
comprension, en funcién del tipo de muestra estudiada y el grado de
similitud del los cromatogramas obtenidos. En las Tablas correspondientes a
cada una de las Figuras (Tablas 4.1.2a, b, ¢, d y e) se enumeran los
compuestos identificados, la proporcion relativa correspondiente al area de
cada pico y el posible origen del compuesto identificado.

Se han utilizado los siguientes codigos para sefialar el origen de los
compuestos identificados:

U: Origen indefinido o multiple y estructura alifatica; U-Ar: Sin
origen TUnico y estructura aromatica; AL/ALI: Alcanos/alquenos
respectivamente; PS: Polisacarido; PR: Proteina; CONT: Contaminante;

ART: Artefacto
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Figura 4.1.2a. Pirélisis en muestras de referencia de origen natural
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Tabla 4.1.2a. Compuestos identificados en la Pirolisis de muestras de

referencia de origen natural

Muestra
n® |Nombre del compuesto Origen Vertisol Mollisol Sed1mento
Marino
1 JEtanol U 1,51 10,86 0,00
2 12,5dihidrofurano PS 7,44 9,92 0,00
3 |S0O2 0,00 0,00 26,10
4 |pirazol U 12,04 0,00 0,00
5 1,2 pentadieno AL 0,00 10,83 8,56
6 [propenonitrilo ART 7,02 0,00 0,00
7 JCS2 0,00 0,00 15,35
8 |3-metil,2,5dihidrofurano PS 0,45 0,00 0,00
9 |1-hexeno ALI 2,32 2,50 0,99
10 |2-metilfurano PS 8,33 3,38 1,84
11 J2-metilpropanonitrilo ART 0,00 0,00 0,47
12 |ciclohexadieno U 1,82 2,68 0,00
13 benceno U-Ar 19,91 21,60 18,89
14 |1-hepteno ALI 0,00 0,00 1,01
15 J1-metil-1H-pirrol PR 0,56 0,00 0,69
16 Jtolueno U-Ar 23,35 3,18 12,89
17 |piridina PR 0,27 0,00 1,18
18 J2-metiltiofeno PS 0,00 0,00 1,79
19 ]1-octeno ALI 0,68 0,79 0,00
20 |2-octeno ALI 0,28 0,00 0,00
21 [Jetilbenceno U-Ar 2,04 0,00 0,00
22 Jo-dimetilbenceno U-Ar 1,95 17,59 0,16
23 11-noneno ALI 0,00 0,00 0,39
24 [m/p-dimetilbenceno U-Ar 1,11 0,00 2,30
25 Jestireno U/Cont| 1,16 0,00 3,30
26 ]1,3,5-trimetilbenceno U-Ar 1,72 0,00 0,20
27 ]1-deceno ALI 0,00 0,00 0,58
28 |1-metil-etilbenceno U-Ar 0,54 0,00 0,00
29 [benzofurano PS 1,60 0,00 0,00
30 Jindeno PP 0,00 0,00 0,27
31 }1-dodeceno ALI 0,00 0,00 0,27
32 |bezonitrilo CONT | 0,00 4,19 0,00
33 [naftaleno U-Ar 1,13 2,31 1,49
34 |1-trideceno ALI 0,00 0,00 0,40
35 Jtetradecano AL 0,00 4,45 0,00
36 |1-metilnaftaleno U-Ar 2,27 0,00 0,61
37 |1-pentadeceno ALI 0,00 0,00 0,28
38 Jhexadecano AL 0,49 1,38 0,00
39 [benzo(ghi)perileno U-Ar 0,00 1,67 0,00
40 J4-metil-benzo(ghi)perileno |U-Ar 0,00 2,65 0,00

Resultados en % respecto al 4rea total identificada
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Figura 4.1.2b. Pirélisis de muestras pirogénicas producidas
artificialmente
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Tabla 4.1.2b. Compuestos identificados en la Pirélisis de muestras
irogénicas producidas artificialmente

Muestra Muestra
n° [Nombre del compuesto Origen Paja'dc arroz Madcl‘z: de n° |Nombre del compuesto Origen Paja de arroz Madcr? de
risotto castano risotto castario
carbonizada _carbonizada carbonizada _carbonizada
1 |1.3-pentadieno [ALL 1,74 1,79 64 |1,1-dimetil-1H-Indeno PR 0,13 0,42
2 [2-metil-1-hexeno AL 2,00 0,00 65 |1,3-dimetil-1H-Indeno PR 0,16 0,00
3 |2-butenona U 0,00 1,54 66 |1,1-dimetill-1H-Indeno PR 0,19 0,00
4 |2-metilfurano PS 0,00 3,82 67 |1-trideceno ALI 0,32 0,00
5 |1,3-ciclohexadieno 18} 0,44 2,12 68 |tridecano AL 0,25 0,00
6 [Jacido acético Lip 5,73 0,00 69 |2-metilnaftaleno U-Ar 3,01 1,14
7 J1-hepteno [ALL 0,85 0,00 70 2,4,6 trimetilindano PR 0,00 1,57
8 [benceno U-Ar 17,41 3,07 71 |8-metillnaftaleno U-Ar 1,85 0,79
9 [2-etilfurano PS 0,00 0,42 72 |2-metil-3-metoxifenol LG 0,00 0,83
10 J2,5-dimetilfurano PS 0,00 2,85 73 |metilcoumarina U-Ar 0,00 0,42
11 J3-piridinamina PR 0,00 0,48 74 |3-metil,2-benzopiran-2-ona  |PR 0,00 0,65
12 |1-metil-1,4-ciclohexadieno U 0,00 0,55 75 |heptil-benceno U-Ar 0,08 0,00
13 [tolueno U-Ar 20,94 7,03 76 |1-tetradeceno ALI 0,21 0,00
14 |1-octeno [ALT 0,54 0,00 77 |tetradecano AL 0,44 0,00
15 Joctano AL 0,40 0,00 78 |1-1"-bifenilo U-Ar 0,09 0,70
16 J2-etil,5-metilfurano PS 0,00 0,69 79 |1,2-dimetilnaftaleno U-Ar 0,44 0,53
17 |3-metilfenol U-Ar 0,00 0,42 80 |2,6-dimetilnaftaleno U-Ar 0,65 0,00
18 |1-ciclopentenona 18} 0,00 1,83 81 |1,6-dimetilnaftaleno U-Ar 1,05 0,43
19 |etilbenceno U-Ar 0,00 0,70 82 |2,3-dimetilnaftaleno U-Ar 0,65 0,00
20 |1,3-dimetil benceno (m-xileno) JU-Ar 1,59 0,00 83 |1,4-dimetilnaftaleno U-Ar 0,52 0,00
21 [p-xileno U-Ar 7,94 2,78 84 |1-pentadeceno ALI 0,13 0,00
22 |1-noneno AL 0,27 0,00 85 |pentadecano AL 0,16 0,00
23 |Jestireno U/Cont 0,00 2,03 86 |2-metil-1,1"-bifenilo U-Ar 0,30 0,00
24 Jo/m-xileno U-Ar 2,91 0,00 87 |d-alosa PS 0,00 7,41
25 [|4-acetil-3-metilpirazol 18} 0,00 0,12 88 |1,4,5-trimetilnaftaleno U-Ar 0,59 0,00
26 |2-metil-2-ciclopentenona U 0,00 0,89 89 ]2,3,6-trimetilnaftaleno U-Ar 0,44 0,00
27 |3-etilideno-ciclohexano U 0,00 0,67 9o [levogtucosano (1.6 anhidro- ¢ 0,00 17,73
beta-D-glucopiranosa)

28 [propilbenceno U-Ar 0,20 0,00 91 |1,6,7-trimetilnaftaleno U-Ar 0,24 0,00
29 |1-etil-2-metilbenceno U-Ar 1,24 0,00 92 |1,4,6-trimetilnaftaleno U-Ar 0,14 0,00
30 ]1,3,5-trimetilbenceno U-Ar 0,89 0,00 93 |1-hexadeceno ALI 0,29 0,00
31 |5-metilfurfural PS 0,00 0,43 94 Jhexadecano AL 0,18 0,00
32 |1-etil-3-metilbenceno U-Ar 0,25 0,00 95 |9H-fluoreno U-Ar 0,53 0,48
33 |1-deceno [ALT 0,31 0,00 96 |9-metil-9H-fluoreno U-Ar 0,09 0,00
34 |decano AL 0,16 0,00 97 |4-metildibenzofurano PS 0,45 0,46
35 |fenol U-Ar 0,00 4,57 98 |1-heptadeceno ALI 0,15 0,00
36 |1,2,3-trimetil-benceno U-Ar 1,08 0,00 99 |heptadecano AL 0,18 0,00
37 |m-metil-estireno CONT 0,44 0,00 100 |9-metil-9H-fluoreno U-Ar 0,17 0,00
38 [benzofurano PS 0,00 2,12 101 |2-metil-1H-fluoreno U-Ar 0,93 0,13
39 |1,2,4-trimetilbenceno U-Ar 0,64 0,00 102 |antraceno U-Ar 0,13 0,00
40 |1-etil-4-metilbenceno U-Ar 0,34 0,00 103 |1-octadeceno ALI 0,21 0,00
41 ]1-H-Indeno PR 0,79 1,69 104 |octadecane AL 0,19 0,00
42 Jo-cresol U-Ar 0,00 4,84 105 |fenantreno U-Ar 1,57 0,41
43 |tert-butilbenceno U-Ar 0,50 0,00 106 |1-nonadeceno ALI 0,06 0,00
44 [p/m-cresol U-Ar 0,00 5,76 107 |nonadecano AL 0,08 0,00
45 |1-undeceno [ALL 0,37 0,00 108 |2-metilantraceno U-Ar 0,62 0,00
46 Jundecano AL 0,37 0,00 109 |9-metilantraceno U-Ar 0,72 0,00
47 2,6-dimetilestireno CONT 0,14 0,00 110 |1-eicoseno ALI 0,05 0,00
48 ]3,5-xilenol U-Ar 0,00 0,99 111 |eicosano AL 0,11 0,07
49 |7-metilbenzofurano PS 0,70 0,49 112 |dimetildibenzotiofeno PR 0,00 0,22
50 J2-metilbenzofurano PS 0,79 2,62 113 |2,5-dimetilfenantreno U-Ar 0,17 0,00
51 ]1,2,3,5-tetrametilbenceno U-Ar 0,23 0,48 114 |1-heneicoseno ALI 0,09 0,00
52 J2,4-xilenol U-Ar 0,00 2,73 115 |heneicosano AL 0,09 0,00
53 |1-metil-1H-Indeno PR 1,24 0,00 116 |pireno U-Ar 0,67
54 naftaleno U-Ar 0,27 1,16 117 |1-docoseno ALI 0,05 0,00
55 J2,3-xilenol (dimetilfenol) U-Ar 0,00 0,50 118 |docosano AL 0,06 0,00
56 |1-dodeceno [ALL 0,26 0,00 119 |1-metilpireno U-Ar 0,13 0,00
57 ]dodecano AL 0,24 0,00 120 [benzofluoreno U-Ar 0,24 0,00
58 [naftaleno U-Ar 4,78 0,00 121 |1-tricoseno ALI 0,05 0,00
59 |trimetilfenol U-Ar 0,00 0,44 122 [tricosano AL 0,08 0,00
60 |2-vinil-2,3-dihidrofurano PS 0,00 0,41 123 |metilpireno U-Ar 0,06 0,00
61 ]4,7-dimetilbenzofurano PS 0,38 0,00 124 |1-tetracoseno ALI 0,01 0,00
62 :’T:;‘(’;;““"l (1,2 bencenodiol 3- ¢ 0,00 2,08 125 |tetracosano AL 0,04 0,00
63 |4-etil,3-metilfenol U-Ar 0,00 0,48 126 I,Sfdimcli]Eircno U-Ar 0,07 0,00

Resultados en % respecto al drea total de picos identificados
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Capitulo 4: Resultados v discusion
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Capitulo 4: Resultados v discusion

Tabla 4.1.2c. Compuestos identificados
material particulado atmosférico rico en BC

en la Pirolisis de muestras de

Muestra Muestra

n° [Nombre del compuesto Origen 3 n° |Nombre del compuesto Origen ,
Aerosol Hollin Aerosol Hollin

1|so2 2562 4504 s |13 isobenzofurandiona 47 oo rl 00 0,55

dimetil
2l 1-hexeno ALI 1,96 0,00 59 |2 hexil-2-ciclopentanona U 0,00 0,87
3| 1,4-ciclohexadieno U 2,82 0,00 60 J4-metildibenzofurano PS 0,17 0,00
4benceno U-Ar 6,74 3,23 61 |1,16-heptadecadieno ALI 0,13 0,00
5]1-hepteno ALI 1,59 2,74 62 |1-heptadeceno ALI 0,58 0,00
6]2-metil-2,4-hexadieno ALI 0,32 0,00 63 |2-hexil-tiofeno U 0,00 0,51
T|piridina PR 0,71 0,00 64 [heptadecano AL 0,03 0,00
8Jtolueno U-Ar 8,64 3,38 65 |2-metil-9H-fluoreno U-Ar 0,17 0,00
9]1-octeno ALI 1,94 0,00 66 Jantraceno U-Ar 0,10 0,00
10{3-octeno ALI 0,29 0,00 67 [|fluorenona U-Ar 0,00 1,67
11]2-metil-1-octeno ALI 0,35 0,00 68 |1,17-octadecadieno ALI 0,10 0,00
12]4-acetoxipiridina LG/PS| 0,00 0,98 69 |1-octadeceno ALI 0,54 0,00
13]m-xileno U-Ar 1,29 0,68 || 70 Jdibenzotiofeno U-Ar 0,00 0,71
14]p-xileno U-Ar 2,02 1,40 71 Joctadecano AL 0,04 0,00
15]1-noneno ALI 1,14 0,27 72 |fenantreno U-Ar 0,22 2,01
16{estireno CONT | 6,52 0,00 73 |2-fenilbenzofurano PS 0,11 0,00
17]2-propenilbenceno U-Ar 0,38 0,00 || 74 |2-cloroxanteno U-Ar 0,60 0,00
18] propilbenceno U-Ar 0,27 0,00 75 |1-nonadeceno ALI 0,52 0,00
19]1,2,3-trimetilbenceno Uar | 046 000 |f 76 [icid0 23 naftaleno U-Ar | 000 1,82
dicarboxilico
20f1-decene ALI 2,14 0,50 77 |nonadecano AL 0,05 0,65
21]1,3,5-trimetilbenceno U-Ar 2,54 0,00 78 Jhexadecanitrilo ART 0,22 0,00
22]benzofurano PS 0,66 0,00 79 J2-metilantraceno U-Ar 0,09 0,00
23|benzonitrilo CONT| 0,00 0,03 80 Jacido palmitico LIP 1,97 0,00
2411,2 4-trimetilbenceno U-Ar 0,43 0,57 81 |1,19-eicosadieno ALI 0,06 0,00
25|indano PR 0,14 0,00 82 |1-eicoseno ALI 0,42 0,00
26]3-butenilbenceno U-Ar 0,10 0,00 83 |eicosano AL 0,05 0,65
27|1-H-indeno PR 0,97 0,02 84 19,10 antracenodiona U-Ar 0,00 1,41
28|n-butilbenceno U-Ar 0,24 0,01 85 |2-fenil-6-clorobenzofurano  |PS 0,19 0,00
29| 1-undeceno ALI 1,12 0,71 86 |3,6-dicloro-N-metilcarbazol |PR 2,30 0,00
30jundecano AL 0,36 0,00 87 |1,20-heneicosadieno ALI 0,05 0,00
31]2,6-dimetilestireno CONT| 0,37 0,00 88 |1-heneicoseno ALI 0,31 0,00
32} 1-metil-1H-indeno PR 0,92 0,00 89 |heneicosano AL 0,23 0,41
33|2-metil-1H-indeno PR 0,57 0,00 90 [ciclopenta(def)fenantrenona [U-Ar 0,00 0,73
3411,2,4,5-tetrametilbenceno U-Ar 0,39 0,60 91 [pireno U-Ar 0,23 3,99
35}1-dodeceno ALI 1,18 0,51 92 Jacido estearico LIP 0,33 0,00
36|naftaleno U-Ar 1,70 1,89 || 93 |1,21-docosadieno ALIL 0,12 0,00
37| 1-trideceno ALI 1,11 0,00 94 |1-docoseno ALI 0,40 0,00
38]2-metilnaftaleno U-Ar 0,65 1,25 95 |docosano AL 0,21 0,28
39| 1-metilnaftaleno U-Ar 0,69 0,00 96 Jalcano ramificado AL 0,60 0,96
40 :é;;’:’enmfumndmm (anhidrido o0t | 0,00 9,80 || 97 fi-tricoseno ALT | 0,19 0,00
41]ester 1,2 bencenodicarboxilico CONT| 0,00 0,61 98 [tricosano AL 0,66 0,00
42]1-tetradeceno ALI 1,03 0,00 99 |1-tetracoseno ALI 0,35 0,00
43]1,1’-bifenilo U-Ar 0,39 1,03 || 100 [tetracosano AL 0,15 0,75
44]tetradecano AL 0,17 0,00 || 101 J1-pentacoseno ALI 0,18 0,00
45]1,2-dimetilnaftaleno U-Ar 0,36 0,00 || 102 |pentacosano AL 0,42 1,26
46]1,6-dimetilnaftaleno U-Ar 0,15 0,00 || 103 Jalcano ramificado AL 0,00 0,90
4711,5-dimetilnaftaleno U-Ar 0,10 0,00 || 104 |1-hexacoseno ALI 0,23 0,00
4|3 isobenzofurandiona, 4 CONT | 0,00 2,28 || 105 |hexacosano AL 038 0,54
metil(anhidrido ftalico, 3 metil)
49]dimetilnaftaleno U-Ar 0,13 0,00 ] 106 |1-heptacoseno ALI 0,45 0,00
50]1,14-pentadecadieno ALIL 0,16 0,00 || 107 Jheptacosano AL 0,33 0,00
51]1-pentadeceno ALI 0,87 0,00 || 108 |1-octacoseno ALI 0,47 0,00
52fpentadecano AL 0,19 0,00 || 109 [nonacoseno ALI 0,37 0,00
53]1,4,5-trimetilnaftaleno U-Ar 0,15 0,00 [} 110 |triacontano AL 0,21 0,00
54]1,3 isobenzofurandiona 5,6 dimetil JCONT | 0,00 0,82 || 111 Jhenetriacontano AL 0,21 0,37
55]1,15-hexadecadieno ALIL 0,10 0,00 || 112 |1-dotriaconteno ALI 0,13 0,00
56| 1-hexadeceno ALI 0,76 0,00 NI 113 ]dotriacontano AL 0,07 0,42
Resultados en % respecto al area total identificada
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Capitulo 4: Resultados v discusion

Lignito

450 500 550 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 850 9.00
—
Tiempo

10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

Hulla bituminosa

54 || [h 39 65

; :
4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
—

97 Tiempo

T T T T T T T
10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00

Figura 4.1.2d. Pirélisis de muestras de material bituminoso

75



Capitulo 4: Resultados v discusion

Tabla 4.1.2d. Compuestos identificados en la

material bituminoso

Pirdlisis de muestras de

Muestra Muestra
n° |Nombre del compuesto Origen| . . Hulla n® |Nombre del compuesto Origen [ . . Hulla
Lignito .~ Lignito .~ .
Bituminosa Bituminosa
1 |s02 3.26 2,26 75 |3.4-dimetil-4,4 -bifenilo (U-Ar 0,00 0.25
2 |1,3-pentadieno ALIL 3,34 1,56 76 |dimetil-bifenilo U-Ar 0,00 1,14
3 |1-hexeno ALT 1,11 0,15 77 |1,6,7-trimetilnaftaleno [U-Ar 1,57 0,00
4 |1,3-hexadieno ALL 3,46 0,34 78 13,3 -dimetil-1,1 -bifenilo U-Ar 0,00 0,51
5 |benceno U-Ar 4,01 437 79 |4-metil-dibenzofurano PS 0,25 0,26
6 |1-hepteno ALIL 0,74 2,05 80 |1,16-heptadecadieno [ALI 0,25 0,00
7 |1,3,5-heptatrieno ALL 0,64 0,22 81 |1-heptadeceno [ALI 0,77 0,00
8 |tolueno U-Ar 7,42 17,54 82 |heptadecano AL 0,17 0,00
9 |1-octeno ALIL 0,65 0,24 83 |2-metil-9H-fluoreno [U-Ar 0,00 0,53
10 |2-metil-1-octeno ALI 0,30 0,26 84 |1-metil-9H-fluoreno U-Ar 0,00 1,11
11 Jo-xileno U-Ar 0,90 1,10 85 |2-metil-1H-heptadecano U-Ar 1,06 0,00
12 |p-xileno U-Ar 3,83 9,72 86 |2-metil-9H-fluoreno (U-Ar 0,21 0,55
13 ]2,4-dimetiltiofeno PS 0,08 0,00 87 |antraceno U-Ar 0,43 0,39
14 |1-noneno ALI 0,63 0,00 88 |1,17-octadecadieno ALI 0,17 0,00
15 |m-xileno U-Ar 2,61 1,47 89 |1-octadeceno [ALI 0,60 0,00
16 |2-propilbenceno U-Ar 0,12 0,07 90 |1-octadeceno [ALI 0,15 0,00
17 |1,2,3-trimetilbenceno U-Ar 1,14 1,14 91 |fenantreno (U-Ar 0,14 2,06
18 |1,3,5-trimetilbenceno U-Ar 0,17 3,19 92 |2,3-dimetil-9H-fluoreno U-Ar 0,00 0,48
19 |fenol U-Ar 5,79 0,00 93 |1,18-nonadecadieno [ALI 0,14 0,00
20 |decano AL 0,52 0,00 94 |1-nonadeceno [ALI 0,49 0,00
21 |trimetilbenceno U-Ar 3,31 0,00 95 [nonadecano AL 0,21 0,00
22 |benzofurano PS 1,64 0,00 96 |2-metilantraceno U-Ar 0,00 1,62
23 |1,2,4-trimetilbenceno U-Ar 1,20 0,00 97 |1-metilantraceno U-Ar 0,00 0,35
24 |indano PR 0,21 0,31 98 |2-metilfenantreno U-Ar 0,13 2,50
25 Jindeno PR 1,53 0,32 99 |1,19-¢icosadieno ALI 0,15 0,00
26 |o-cresol U-Ar 337 0,32 101 |1-eicoseno [ALL 0,53 0,00
27 |4-etil-1,2-dimetilbenceno U-Ar 0,00 0,77 101 |3-eicoseno [ALT 0,21 0,00
28 |n-butilbenceno U-Ar 0,20 0,00 102 |2-fenilnaftaleno (U-Ar 0,00 0,44
29 |p-cresol U-Ar 4,41 0,00 103 |1,4-dimetilantraceno U-Ar 0,00 0,10
30 |1-undeceno ALIL 3,56 0,00 104 |3,6-dimetilfenantreno U-Ar 0,00 0,54
31 |dimetilestireno CONT | 1,09 0,00 105 |2,7-dimetilfenantreno U-Ar 0,00 0.82
32 |n-butilbenceno CONT | 0,00 0,46 106 |dimetilfenantreno U-Ar 0,00 1,09
33 |7-metilbenzofurano PS 0,31 0,00 107 |2,5-dimetilfenantreno U-Ar 0,00 0,80
34 ]2-metilbenzofurano PS 1,38 0,00 108 |eicosano AL 0,21 0,00
35 |metilbenzofurano PS 0,92 0,00 109 |dimetilfenantreno U-Ar 0,00 0,21
36 |1,2,4,5-tetrametilbenceno U-Ar 0,12 0,00 110 |1,20-heneicosadieno ALI 0,09 0,00
37 |5-metil-indano PR 4,17 0,38 111 |1-heneicoseno [ALI 0,37 0,00
38 |2-metil-1H-indeno PR 0,12 0,91 112 |heneicosano AL 0,19 0,00
39 |azuleno U-Ar 0,21 0,53 113 Jpireno (U-Ar 0,11 0,00
40 |3-etilfenol U-Ar 2,14 0,00 114 |2,3,5-trimetilfenantreno U-Ar 0,00 0,79
41 |1-dodeceno ALL 1,20 0,00 115 ]1,21-docosadieno [ALL 0,15 0,00
42 |naftaleno U-Ar 0,88 2,89 116 |1-docoseno [ALI 0,45 0,00
43 |4,7-dimetilbenzofurano PS 0,71 0,00 117 |docosano AL 0,19 0,00
44 |2-etil-1H-indeno PR 0,20 0,00 118 |2,3,5-trimetilfenantreno U-Ar 0,00 0,10
45 |1,3-dimetil-1H-indeno PR 0,26 0,14 119 |1 1H-benzofluoreno U-Ar 0,00 0,36
46 |2.3-dimetil-1H-indeno PR 0.42 0.23 120 [4,8-dimetil-6-fenilazuleno U-Ar 0,00 0,30
47 |1-trideceno ALT 0,86 0,00 121 ]2,4,5,7-tetrametilfenantreno ~ |U-Ar 0,16 0,00
48 |tridecano AL 0,18 0,00 122 |benzofluoreno U-Ar 0,00 1,64
49 |1-metilnaftaleno U-Ar 0,96 435 123 |1,22-tricosadieno [ALI 0,06 0,00
50 J2-metilnaftaleno U-Ar 0,88 1,75 124 |1-tricoseno [ALI 0,32 0,00
s |l23detmahidro-LLE- 00 000 || 125 furicosano AL | 020 000
trimetilnaftaleno
52 |1,13-tetradecadieno ALI 0,22 0,00 126 | 1-metilpireno U-Ar 0,00 0,38
53 |1-tetradeceno ALI 0,63 0,00 127 |1,3-dimetilpireno U-Ar 0,00 091
54 1,1 -bifenilo U-Ar 0,00 0,55 128 |dimetilpireno U-Ar 0,00 2,08
55 |tetradecano AL 0,18 0,00 129 |1,23-tetracosadieno ALI 0,06 0,00
56 |2,7-dimetilnaftaleno U-Ar 0,94 2,55 130 |1-tetracoseno [ALI 0,41 0,00
57 |1,2-dimetilnaftaleno U-Ar 0,58 1,66 131 [tetracosano AL 0,17 0,00
58 |1.6-dimetilnaftaleno U-Ar 1,07 0,97 132 |benzo(b)nafto (2,3-d)tiofeno  |U-Ar 0,00 0,48
59 12,3-dimetilnaftaleno U-Ar 0,61 1,01 133 | 1-pentacoseno [ALI 0,38 0,00
60 |dimetilnaftaleno U-Ar 0,32 0,33 134 |pentacosano AL 0,26 0,00
61 |1-pentadeceno ALI 0,73 0,00 135 |criseno (U-Ar 0,00 1,16
62 |pentadecano AL 0,16 0,00 136 |1-hexacoseno [ALI 0,68 0,00
63 |4-metil-1,1"-bifenilo U-Ar 0,00 0,95 137 |hexacosano AL 0,22 0,00
64 |1-isopropilnaftaleno U-Ar 0,00 0,32 138 |2-metilcriseno (U-Ar 0,00 1,44
65 |2-metil-1,1"-bifenilo U-Ar 0,00 0,37 139 |5-metilcriseno U-Ar 0,00 091
66 |isopropilnaftaleno U-Ar 0,00 0,39 140 |1-heptacoseno [ALI 0,27 0,00
67 |valenceno/alfa-pachuleno U-Ar 1,02 0,00 141 |heptacosano AL 0,21 0,00
68 |dibenzofurano PS 0,23 0,00 142 |dimetilbenzo(c)fenantreno U-Ar 0,00 2,08
69 |2,3,6-trimetilnaftaleno U-Ar 0,24 0,72 143 |1-octacoseno [ALI 0,29 0,00
70 |1,4,7-trimetilnaftaleno U-Ar 0,31 0,61 144 octacosano AL 0,13 0,00
71 |1,6,7-trimetilnaftaleno U-Ar 0,00 0,33 145 |benzo(K)fluoranteno (U-Ar 0,00 0,46
72 |1,4,6-trimetilnaftaleno U-Ar 0,00 0,48 146 |nonacosano AL 0,28 0,00
73 |1-hexadeceno ALI 0,62 0,00 147 |benzo(a)pireno U-Ar 0,00 0,39
74 |hexadecano AL 0,23 0,00 148 Jtricosano AL 0,27 0,00
Resultados en % respecto al area total identificada
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Capitulo 4: Resultados v discusion
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Figura 4.1.2e. Pirdlisis de muestras de material que podria interferir en

la deteccion de BC
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Capitulo 4: Resultados v discusion

Tabla 4.1.2e. Compuestos identificados en la pirdlisis de muestras de
material de referencia que podrian interferir en la deteccion de BC

Tos resultados depresentan cl porcentaje (7

Muestra Muestra
n° |Nombre del compuesto Origen | Kerogeno n° |Nombre del compuesto  [Origen | Kerogeno
(Green Melanoidina (Green Melanoidina
River) River)

T |1.3-pentadicno ALL 477 0,00 34 |1-metilnaftaleno U-Ar 2.25 0.00
2 |1 hexeno AL 2.15 0,00 85 |tetradecadieno ALI 032 0,00
3 |2-metitfurano Ps 0,00 4,65 86 |s-metilquinolina U 0,00 0,90
4 [1-metil,1 3-ciclopentadieno  [U 0,00 1,63 87 [tetradecano AL 076 0,00
5 [benceno U-Ar 515 0.80 88 |tctradecadieno ALT 026 0,00
6 |1-hepteno ALI 127 0,00 89 |1,2,3-trimetilindeno PR 037 0,00
7 Jacido acético LIP 0,00 0,89 90 |1-tetradeceno ALI 0,99 0,00
8 ]2,5-dimetilfurano PS 0,00 8,28 91 |4,6-dimetildodecano AL 0,60 0,00
9 [|vinilfurano PS 0,00 0,48 92 |dimetilindol PR 0,00 1,67
10 |3-metil, 1H-pirrol PR 0,00 1,57 93 |1,2-dimetilnaftaleno U-Ar 0,84 0,00
11 |piridina PR 0.00 350 94 |2.3-dimetilnaftaleno Uar | 04s 026
12 Jtolueno U-Ar 5,31 3,89 95 |1,3-dimetilnaftaleno U-Ar 1,75 0,00
13 |1-octeno ALI 0,89 0,00 96 |1,5-dimetilnaftaleno U-Ar 1,14 0,33
14 |2-etil,5-metilfurano PS 0,00 1,31 97 |dimetilnaftaleno U-Ar 2,38 0,00
15 |2.3,5-trimetilfurano PS 0,00 0,50 98 |bifenilo U-Ar 042 0,00
16 |3.5-dimetilciclohexeno ps 0.78 0,00 99 |7-metiltetradecano AL 0,72 0,00
17 [4metitpiridina PR 0,00 7,30 100|1,13-pentadecadieno ALT 035 0,00
18 [3-metitfenot U-Ar 0,00 1,67 101 | 1-pentadeceno ALL 081 0,00
19 |1-metil, 1 H-pirrol PR 0,00 7.85 102 |pentadecano AL 0.38 0,00
20 |3-metil, 1 H-pirrol PR 0,00 3,64 103 |2.5-dimetilindol PR 0,00 0.85
21 |etilbenceno U-Ar 1,35 0,00 104 1,4,5-trimetilnaftaleno PR 036 0,00
22 |2-metilpiridina PR 0,00 3,95 105]2,3,6-trimetilnaftaleno PR 0,79 0,00
23 |1.3-dimetilbenceno U-Ar 335 0,00 106|1.6.7-trimetilnaftaleno  |PR 032 0,00
24 |2 metil-5-propilfurano PS 0.00 0.41 107 |wimetilnaftaleno PR 0,36 0,00
25 [ 1-noneno ALIT 117 0.00 108|1,2,3-trimetil-1H-indol ~ |PR 0,00 026
26 |2.6-dimetilpiridina PR 0,00 2,18 109 |hexadecadieno ALI 078 0,00
27 |estireno conT| 3.30 0,00 110]1-hexadeceno ALI 0.90 0,00
28 |2-etilpiridina PR 0,00 1,78 111 |hexadecano AL 0,67 0,00
29 |2,6-dimetilpirazina PR 0,00 4,90 112]9-H-fluoreno U-Ar 0,35 0,00
30 |2.3-dimetil-1H-pirrol PR 0,56 0,00 113]2,3,5-trimetil-1H-indol PR 0,00 0,34
31 [etenilpirazina PR 0.00 0.80 114]3-metilhexadecano AL 0.56 0,00
32 [3.5-dimetil-1H-pirrol PR 0,31 6,35 115]1-heptadeceno ALT 0.82 0,00
33 [3-ctil-1H-pirrol PR 0,00 0,51 116 |heptadecano ALI 041 0,00
34 |n-propilbenceno U-Ar 0,44 0,00 117 |9-metil-9-H-fluoreno U-Ar 0,23 0,00
35 |1-etil,2-metilbenceno U-Ar 2,05 0,00 118]2-metil-9-H-fluoreno U-Ar 0,60 0,00
36 |2-etil,6-metilpiridina PR 0,00 0,67 119] 1-metil-9-H-fluoreno U-Ar 0,33 0,00
37 |1.3.5 rimetilbenceno U-Ar 0,56 0,00 120]1-octadeceno ALI 0,65 0,00
38 |1 etil, 3-metilbenceno U-Ar 1,15 0,00 121 |octadecano AL 026 0,00
39 [1-deceno ALI 0.88 0.00 122 |pristane AL 0,83 0,00
40 [2.3.5-trimetilpiridina PR 112 0,00 123 |2,3-dimetil-9-H-fluoreno  |U-Ar 0.20 0,00
41 [2.3.6-trimetilpiridina PR 0,00 1,25 124|nonadecadieno ALI 0.21 0,00
42 |2-etil-6-metilpirazina PR 0,00 1,53 125|1-nonadeceno ALI 0,93 0,00
43 |p-metil estireno CONT 1,44 0,00 126 |nonadecano AL 0,45 0,00
44 |fenol U-Ar 0,00 0,93 127 | 1-metilantraceno U-Ar 0,12 0,00
45 [2.3.5-trimetilpirazina PR 0,00 1,73 128 |2-metilantraceno var | ois 0,00
46 |4-etil-2-metilpirrol PR 0,00 0,83 129 |metilfenantreno U-Ar 0,32 0,00
47 [2.3 4-trimetilpirrol PR 0,00 3,34 130 |metilantraceno U-Ar 047 0,00
48 |2-etenil-5-metilpirazina PR 0,00 0,33 131 |eicosadieno AL 0,22 0,00
49 |1,3,5-trimetilbenceno U-Ar 1,89 0,00 132] 1-eicoseno ALI 0.74 0,00
50 Jindano PR 0,54 0,00 133 |eicosano AL 0,46 0,00
51 ]2.3-dimetil-2-ciclopenten-1-ona |U 0,00 1,99 134 |2-etilantraceno U-Ar 0,17 0,00
52 [indeno PR 1.91 1.03 135 |isocopalina var | 019 0.00
53 |m-isopropilbenceno U-Ar 0,46 0,00 136]2,5-dimetilfenantreno U-Ar 0,29 0,00
54 |m-cresol U-Ar 0,00 1,69 137]2,7-dimetilfenantreno U-Ar 0,29 0,00
55 |1,2.4,5-tetrametilbenceno  |U-Ar 0,40 0,00 138 | hencicosadieno ALI 012 0,00
56 |p-etoxitolueno U-Ar 0,00 0,99 139 1-heneicoseno ALI 0,47 0,00
57 [p-cresol U-Ar 0,00 2,41 140 |heneicosano AL 036 0,00
58 [2-metil.1-propenilbenceno  [U-Ar 0,51 0,00 141 | 1-docoseno AL 0.59 0,00
59 [undecano ALIT 0.4 0.00 142 |docosano AL 045 0,00
60 |2,6-dimetilestireno conT| 042 0,00 143 |benzofluoreno U-Ar 0.17 0,00
61 |2-metilbenzofurano PS 0,00 1,10 144]1-tricoseno ALI 0,31 0,00
62 |2,4-dimetilestireno conT| 033 0,00 145 |tricosano AL 0,32 0,00
63 |indot PR 0,00 0,61 146 1-tetracoseno ALI 038 0,00
64 |1-metil-1H-indeno PR 3,60 0,58 147 Jtetracosano AL 0,27 0,00
65 [2-metil-1H-indeno PR 281 0.00 148]1-pentacoseno ALT 035 0.00
66 |2.5-xileno U-Ar 0.00 0.60 149 |petacosano AL 035 0,00
67 |dodecano ALI 1,49 0,00 150 1-hexacoseno ALI 0,25 0,00
68 |4-metoxIbenzenamina PR 0,00 0,75 151 |hexacosano AL 0.17 0,00
69 |azuleno (naftaleno) U-Ar 0,92 0,00 152 1-heptacosano ALI 0,16 0,00
70 |naftaleno U-Ar 0,81 0,00 153 |heptacosano AL 026 0,00
71 |metil-undecano AL 0,16 0,00 154]1-octacoseno ALI 0,19 0,00
72 [2-H-1-benzopiran-2-ona  [PR 0.00 176 155 |octacosano AL 0.17 0,00
73 [2,4,6-trimetilfenol U-Ar 0,47 0,00 156 |a-colestano LIP 0,07 0.00
74 |2,3.5-trimetilfenol U-AR 0,53 0,00 157 |nonacosano AL 0.45 0,00
75 |3-metil-indol PR 0,00 1,23 158 |triacontano AL 0,35 0,00
76 | 1,3-dimetil-1H-indeno PR 1,01 0,00 159 |hopano LIP 012 0,00
77 |2.3-dimetil-1H-indeno PR 1.05 0,00 160 |5a-estigmastano LI 0,13 0,00
78 |1.1-dimetil-1H-indeno PR 0,86 0,00 161 |50-estigmastano Lip 0,19 0,00
79 |1 trideceno ALL 121 0,00 162 |henetriacontano AL 0.16 0,00
80 |2,3-dihidro-1H-inden-1-ona |PR 0,00 0,44 163 |28-Nor-17B(H) hopano LIP 0,11 0,00
81 |tridecano AL 0,49 0,00 164|(17a H21BH) hopano LIP 0.42 0,00
82 [2-metilnaftaleno U-Ar 2,58 0,00 165 | dotriacontano AL 0.06 0.00
83 |dimetilindol PR 0.00 076

©) de cada compuesto respecto al drea total de compuestos identificados
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A simple vista se observan notables diferencias en los pirogramas de
las distintas muestras de referencia, lo que su utilidad en la caracterizacion
molecular de las muestras.

Para facilitar la discusion en la Tabla 4.1.2f se muestran agrupados
en las familias sefialadas los productos de pir6lisis de todas las muestras,
excepto los compuestos considerados artefactos (ART), la Tabla muestra los
valores globales correspondientes al area identificada para cada familia de

compuestos, separado segun su precursor biogénico conocido.

Tabla 4.1.2f Valores globales de areas correspondientes a cada tipo de
compuesto identificado

CONTENIDO EN CADA TIPO DE COMPUESTO
MUESTRA AL +
PS AL ALl ALI PR  U-Ar CONT
Vertisol 17,82 049 0,69 1,45 0,83 54,03 1,16
Muestras de]Mollisol 13,31 16,67 0,79 1746 0 49,01 4,19
origen natural |Sedimento Marino 3,63 8,56 293 11,49 293 39,54 3,30
Aerosol urbano 1,13 2,96 21,67 24,62 5,48 29,24 6,90
Material Hollin 0 5,84 472 10,65 0,02 26,39 14,09
producido  rico]Paja de arroz carbonizada 232 5,04 598 11,03 1,28 77,49 0,57
en BC Madera de castafio carbonizada } 41,54 0,07 1,79 1,86 5,03 40,99 2,03
Material Lignito 5,52 396 26,09 30,05 6,92 53,58 1,09
potencialmente Hulla bituminosa 0,26 0 483 4,83 229 89,38 0,46
interferente Kerogeno (Green River) 0,78 8,51 2542 33,94 14,07 41,08 5,50
Melanoidina 15,15 0 0 0 59,98 13,57 0

PS: Polisacaridos; AL: Alcanos; ALI: Alquenos; PR: Proteinas; U-Ar: Sin precursor Uinico y estructura
aromatica; CONT: Contaminantes

Muestras de suelos y sedimento marino

En general presentan elevado contenido en compuestos derivados
del benceno (U-Ar), lo que sugiere la importancia de la fraccion aromatica
en el conjunto de la matriz. La variedad y cantidad de material pirolizado
menor que en el resto de las muestras, no obstante destaca la presencia de
alcanos en el Mollisol, mientras que la muestra de Vertisol present6 una
mayor riqueza en compuestos derivados de polisacaridos (18,82%). En la
muestra de sedimento marino cabe sefialar la presencia importante de

alquenos y compuestos derivados de material proteico, abundantes
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generalmente en la MO marina y que apenas aparecen en las muestras de
suelos estudiados, asi como la presencia de compuestos azufrados, que
representan mas de un 40 % del total de material pirolizado en el sedimento
marino.

Muestras pirogénicas producidas artificialmente y material

particulado atmosférico rico en BC

En este grupo de cuatro muestras, constituido por dos materiales
producidos artificialmente, una muestra de Madera de Castafio y otra de
Planta de Arroz Risotto carbonizados, y dos muestras constituidas por
material de pequefio tamafio de particula ricas en BC como son Aerosol-
polvo recolectado en un area urbana y Hollin de un motor de combustion
diesel, también se observa diferencias significativas entre los pirogramas.

Ross et al. (2005) y Mendiara et al. (2005) ya realizaron una
caracterizacion detallada mediante pir6lisis analitica de muestras de hollin
obtenido de diferentes combustibles. En general observamos abundancia de
compuestos azufrados y contaminantes (> 14 %), junto a la presencia de
compuestos aromaticos y a la ausencia total de compuestos derivados de
polisacaridos. Este comportamiento pirolitico es muy diferente al observado
para la muestra obtenida a partir de madera, que se caracteriza por la riqueza
en compuestos derivados de polisacaridos tanto en nimero como en
abundancia (>41 % del area total). Por contra, el material pirolizado de la
planta de arroz present6 una importante contribucion de alcanos y alquenos
(11 %) y una pobre presencia de polisacaridos. En la muestra de Aerosol es
resefable la liberacion de compuestos azufrados y alquenos de elevado peso
molecular.

Muestras de carbones de diferente rango

Las muestras de Lignito y Hulla dan lugar a comportamientos

piroliticos bien diferenciados. Ademas de la abundancia esperada en
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compuestos aromaticos, el lignito mostr6 una gran riqueza en material
alifatico, observandose la presencia de una familia de pares de alcanos y
alquenos, junto a algunos compuestos derivados de polisacaridos y proteinas.

La muestra de Hulla bituminosa, por otra parte, muestra un
pirograma compuesto casi exclusivamente por compuestos aromaticos (>89
%), mientras que la contribucion de compuestos derivados de polisacaridos y

compuestos alifaticos es practicamente testimonial.

Materiales de referencia que podrian interferir en la deteccion de

BC

Las pirdlisis realizadas sobre muestras de Kerégeno y Melanoidina
mostraron diferencias significativas. Se observa una serie de compuestos de
pirdlisis que podrian ser utilizados como marcadores especificos de estas
muestras, como es el caso de la aparicion en la Melanoidina de furanos
(derivados de polisacaridos), pirroles e indoles (derivados de polipéptidos)
(van der Kaaden et al., 1983; Pouwels et al., 1989) y la liberacién de indanos
(derivados de polipéptidos) y hopanos en la muestra de Kerégeno.

La presencia de Nor-hopanoides, provenientes de la degradacion del
petroleo (Bennett et al., 2006), es consecuente con el origen de esta muestra.

No se detect6 la presencia de alcanos, alquenos o contaminantes en
la muestra de Melanoidina, y liber6é los mismos productos de pir6lisis que
fueron identificados en estudios anteriores sobre melanoidinas sintéticas
(Boon et al., 1984),

No pudieron identificarse compuestos derivados inequivocamente de
la lignina en las pir6lisis directas de las muestras de referencia, pero ello no
significa que no estén presentes en las muestras estudiadas. Debemos tener
en cuenta que la pirdlisis a temperaturas elevadas impide la deteccion de
aquellas estructuras funcionalizadas propensas a ser modificadas

drasticamente y, por tanto, puede llevarnos a interpretaciones erroneas de
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los resultados. Este es el caso de los compuestos derivados de la lignina, que
suelen sufrir descarboxilaciones en condiciones de pirdlisis directa (Martin
et al., 1994; 1995). Como veremos mas adelante estos productos se detectan
con facilidad mediante pir6lisis analitica en presencia de sales de TMAH.

No obstante, aunque parte de los compuestos fendlicos, muy
abundantes en casi todas las muestras estudiadas, pueden tener una
procedencia muy variada, como la celulosa para el fenol (Pastorova et al.,
1994; Pouwels et al., 1989), la tirosina de las proteinas para p-cresol y fenol
(Stankiewicz et al., 1996; Tsuge y Matsubara, 1985), macromoléculas como
taninos (Galletti, 1991; Galletti y Reeves, 1992; Zhang, 1993), quitina
(Stankiewicz et al., 1996), para otros autores (Saiz-Jimenez y de Leeuw;
1986b, Hatcher y Spiker; 1988 y Filley et al., 2002) la mayor parte de los
productos fendlicos derivaria de restos de lignina severamente alterados. Asi,
la presencia de compuestos como el pirocatecol (aparece en el pirograma de
la muestra MCar) es reconocida como indicativa de unidades des-metiladas
formadas a partir de la degradacion microbiana de lignina (Hatcher et al.,
1988; Saiz-Jimenez y de Leeuw, 1986b; Stout et al., 1988), o bien
representa un producto secundario de la degradacion térmica de lignina

(Murwanashyaka et al., 2001, Saiz-Jimenez, 1994; Sigleo, 1978).

4.1.3 Analisis mediante Resonancia Magnética Nuclear de BCen
estado sélido (CP MAS “C NMR)

La espectroscopia de NMR de "’C es una poderosa herramienta para
la caracterizacion estructural de matrices naturales complejas, ya que
suministra informacion cualitativa y cuantitativa de los diferentes
constituyentes de las mismas que contienen atomos de C. En las tltimas
décadas ha sido profusamente aplicada en estudios basicos y aplicados sobre

diferentes formas de MO de suelos, aguas y sedimentos, dando lugar a una
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gran abundancia de informacion bibliografica (Gonzalez Vila et al., 1976;
1983; Preston y Ripmeester, 1982; Hatcher et al., 1983; Preston, 1996;
Skjemstad et al., 1997; Gonzalez et al., 2003; Garcette-Lepecq et al., 2000).
Las asignaciones de las distintas bandas de los espectros en estado so6lido de
MO en matrices complejas (Wilson, 1987) se presentan en la Tabla 4.1.3a.

Tabla 4.1.3.a: Asignaciones estructurales para los principales
desplazamientos quimicos en los espectros de *C NMR

Desplazamientos Asignaciones

quimicos (ppm)
185-245 Carbonos de quinonas, cetonas y aldehidos
185-160 Carbonos de carbonilos, carboxilos, ésteres y amidas (péptidos)
160-140 Carbonos aromaticos sustituidos por grupos funcionales con O 6 N,

enlaces C, -C sustituido a C-alifatico excepto CHj sub-unidades
fenodlicas y aril-éter de la lignina y taninos

140-110 C, sustituido por grupos alquilicos y formando puentes C-H; carbonos
internos de C,, condensado, C,, no sustituido; carbonos en C,, —H orto
a C,,—O estructuras aromaticas (ligninas, taninos ) y olefinas

110-60 Carbonos anoméricos de polisacaridos ; Carbonos  alifaticos
sustituidos; C sustituidos por OH, O y N en polisacaridos y
aminodacidos ; éteres alifaticos distintos a grupos metoxi o etoxi

60-45 Carbonos de los sustituyentes de la lignina, aminodcidos y
aminoazucares
45-0 Carbonos alifaticos no sustituidos; C en CH, en hidrocarburos de

cadena larga saturados; C en CH y CH, unidos a anillos aromaticos;
C en CH, en grupos aliciclicos y etilo, C alifatico de péptidos, C en
CH;

C,.= Carbono aromatico

Los espectros de ’C NMR en estado solido de las 12 muestras de
referencia se presentan en las Figuras 4.1.3a, b y ¢, mientras que la Tabla
4.1.3b recoge los valores de integracion (%) de las principales regiones en

las que se subdividen los espectros de '* C NMR.

&3



Capitulo 4: Resultados v discusion

—129.06

— 17265

— 7398

Vertisol

N
S
!

Mollisol

Sedimento
Marino

3
X
~
\
b

— 73.07
— 2893

Materia Organica
Disuelta

129.79

—14.44

Aerosol

300" 260" 320" 180" I40° 100" T66 20 20 -60 -100 -140
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ricos en BC producidos artificialmente

300 260 220 180 140 140

85



Capitulo 4: Resultados v discusion

Melanoidina

Lignito

& Hulla

O . .
" bituminosa

Kerogeno

60 20 -20

300 260 220 180 140 (D{;Q)O -60 -100 -140

Figura 4.1.3b; Espectros CP MAS “C NMR de muestras de materiales
que pueden interferir en la deteccion de BC
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Tabla 4.1.3b; Integracion (%) por regiones de los espectros CP MAS
BC NMR de materiales de referencia de BC

c N-alquil
Muestra Caldehidos 4 oxilico € Oualquilc Y . alquil-C

y cetonas . aromatico metoxil

y amidas C
ppm|245-185 185-160 160-110 110-60 60-45 45-0
Vertisol 3,67 13,52 37,16 21,41 6,67 17,58
Mollisol 2,10 12,87 36,34 26,09 7,12 15,49
Sedimento 0,87 743 4980 21,18 4,97 1576
Marino

MO Disuelta 6,84 15,83 18,83 23,52 7,07 2792
Aerosol 5,53 10,93 30,78 20,59 5,77 26,41

Planta arroz 1.94 4,70 68,66 6,45 226 16,00

carbonizada

Maderacastaiio |5 4o 509 5749 1342 647 14.05
carbonizada

Hollin* 7,39 6,42 38,34 16,33 9,30 22,28
Melanoidina 4,68 6,60 29,81 23,04 7,54 28,32
Lignito 1,68 6,19 56,54 9,05 5,22 21,33
Hulla bituminosa| -0,35 0,97 77,06 3,14 2,03 17,16
Kerdégeno -0,13 1,94 14,88 4,18 6,76 72,38

*El area medida para cada region en este espectro es meramente estimativa debido a la baja
resolucion espectral

En general, los espectros de las muestras de referencia de origen
natural (Figura 4.1.3a) presentan una mayor variedad de formas carbonosas
diferentes, confirmando la complejidad de estas muestras. Se observa
presencia abundante de C aromatico (110-160 ppm) en las muestras de
suelos y sedimentos marinos, lo que justifica su eleccion para el analisis de
BC. También se observa la presencia de C alquilicos (picos 20-29 ppm) que
representan entre el 15 y el 28 % del total de formas carbonosas. La sefial a
152 ppm en la muestra de Aerosol, que también aparece como un pequeio
hombro a 146-151 ppm en las muestras de suelos, puede ser atribuida a

carbonos C3/C; de moléculas de Guayacilo. La sefial de C de grupos
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metoxilo en la lignina suele aparecer a 56 ppm, y en estas muestras se
observa un pequefio hombro en esa posicion, aunque esta region solapa con
la region de N-alquil C.

La muestra de MOD destaca por su riqueza alifatica (27,9 % de C
alquilico). También se observa un pico bien resuelto a 73 ppm, que
corresponde a C unidos a atomos de Oxigeno (O). Este pico suele ser el mas
abundante en espectros de polisacaridos y refleja la contribucion de
carbohidratos a esta MOD fluvial. A 174 ppm aparece otro pico bien resuelto
debido a la presencia de grupos carboxilicos. Este pico aparece en todas las
muestras de origen natural (picos a 171-175 ppm), excepto en el sedimento
marino, se asocia habitualmente a hemicelulosa aunque puede reflejar
también la presencia de acidos grasos esterificados dentro de una estructura
macromolecular (Templier et al., 2005).

Los espectro de muestras ricas en BC producidas artificialmente se
muestran en la Figura 4.1.3b. Antes de su interpretacion debemos sefialar
que en la muestra de Hollin, la “escasez” de protones con respecto a la
abundancia de C (ratio H/C=0,041 y TOC >92 %), hacen imposible obtener
un espectro CP-MAS aceptable para esta muestra (Fernandes et al., 2003).
En general el material carbonoso producido a temperaturas por encima de
800 °C es dificil de analizar mediante *C NMR (Freitas et al., 1999) debido
a que las capas aromaticas de conductividad elevada pueden producir un
campo magnético al girar la muestra, llevandonos en general a una reduccion
de la sefial obtenida y haciendo imposible afinar el rotor.

Experimentos comparativos de “spin counting” en polarizacion
directa, es decir que sin aplicar la polarizaciéon cruzada 'H-C, que necesitan
acumular una gran cantidad de “scans”, y permiten una cuantificacion real
de cada tipo de C en el espectro, han demostrado que solo el 29% del C

aromatico se observa mediante polarizacion cruzada (Smernik y Oades,
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2000). Esto supondria que en muestras de estructuras aromaticas
policondensadas como seria el caso de la muestra de Hollin la polarizacion
cruzada infra-estima el contenido en C aromatico, sobre-estimando por tanto
el resto de formas de C.

Hecha esta importante anotacion, los tres espectros de la Figura
4.1.3b estan dominados por picos en la region de C aromatico (110-160
ppm), centrados a 126-127 ppm. Ambos materiales carbonizados presentan
en torno a un 15 % de sefial en la region de C alquilico. En la muestra de
planta carbonizada aparece un unico pico en esta zona (17,8 ppm) atribuible
a la presencia de estructuras alquilicas de cadena corta, que aparecieron
también en los resultados de Py, mientras que en la muestra de madera
carbonizada aparecen picos importantes en las regidnes O- y N- alquilica
(>20 %), apareciendo tres sefiales bien resueltas a 54,5, 71,6 y 82 ppm
respectivamente, atribuidas a carbohidratos que estan ausentes en la muestra
de planta de arroz. Este resultado se muestra acorde con la fuerte presencia
de picos derivados de carbohidratos observados mediante Py-GC/MS de la
muestra, lo que indicaria que en la muestra de madera carbonizada una parte
del C no ha sido transformado en estructuras condensadas aromaticas.

La Figura 4.1.3¢c muestra los espectros de NMR "C de muestras de
materiales que a priori podrian interferir en la deteccion de BC. Se observan
claras diferencias que caracterizan a cada una de ellas.

El espectro obtenido para la muestra de Melanoidina artificial es
similar a otros obtenidos para melanoidinas de este tipo (Allard et al., 1997),
presenta dos picos de mayor importancia, el primero en una franja de 20-45
ppm que corresponde a C alifaticos no sustituidos, presenta un maximo a 31
ppm, que en este caso dificilmente podria asignarse a C de cadenas
alquilicas, ya que esta muestra no contiene cadenas alquilicas largas en su

composicion Por tanto, parte del area de este pico seria atribuible a formas
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peptidicas (C-N). El segundo pico importante aparece centrado alrededor de
70 ppm y se atribuye generalmente a uniones C-O en unidades de pirano,
reflejando en general la presencia importante de polisacaridos (Pastorova et
al., 1994). También se observa un pico destacado centrado en 124 ppm
caracteristico de C aromaticos. El pico a 175 ppm corresponderia a C de
grupos carboxilo y con mas probabilidad a amidas (péptidos) debido a la
composicion inicial de esta muestra artificial y al alto contenido en N. Por
ultimo a unos 200 ppm aparece un pico menor, que corresponderia con la
presencia de aldehidos o cetonas en la muestra.

Los espectros de Lignito y Hulla bituminosa presentan ciertas
semejanzas, como por e¢jemplo la elevada abundancia de estructuras
aromaticas condensadas, (picos a 127,6 y 124,8 ppm respectivamente), y la
presencia de picos a 28,8 y 32 ppm caracteristicos de cadenas de C
metilicos. Como diferencias mas importantes cabe destacar la presencia en la
muestra de lignito de picos a 54 y 142 ppm que podrian indicar la presencia
de grupos metoxilo presentes en la lignina. También aparece un pequefiio
pico sobre 180 ppm, que podria ser atribuido a carboxilos unidos a anillos
aromaticos, ésteres o amidas.

El espectro de la muestra de Kerogeno es de gran sencillez.
Apareciendo Gnicamente dos picos, uno centrado a 28,4 ppm que representa
el 72 % del area total y corresponde a C alquilicos, y un segundo pico a 131
ppm que representa un 15 % del total y corresponde a C de anillos
aromaticos. Este resultado confirma el comportamiento pirolitico de esta
muestra de Kerdgeno, que libera mayoritariamente cadenas lineales de
alcanos y alquenos, y estructuras aromaticas condensadas.

En general, salvo los problemas ya mencionados para la deteccion de

compuestos derivados de la lignina mediante pirdlisis directa, se observa un
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claro paralelismo entre los resultados de NMR °C y los anélisis piroliticos

realizados.

4.1.4 Analisis Termogravimétrico (TG-DSC)

Se ha aplicado el analisis termogravimétrico (TG) acoplado a
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) para avanzar en la
caracterizacion de las muestras de referencia de BC.

El analisis TG se caracteriza por ser un método térmico dinamico,
que permite utilizar diferentes programas de calentamiento para observar la
reactividad de las muestras en un amplio rango de temperatura y obtener
mayor informaciéon de una sola vez. Otras ventajas de la técnica son que se
necesita muy poca, o ninguna, preparacion de la muestra y es de una elevada
reproducibilidad. DSC mide las variaciones en el flujo de calor (W) de una
muestra respecto a una muestra de referencia en funcion de la temperatura, el
flujo de W es medido por un termopar y transformado en uV.

La Termogravimetria (TG) acoplada a la Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC) se ha utilizado en la caracterizacion de cambios quimicos en
la materia organica de suelos y sedimentos, tejidos de plantas y compost
(Dell” Abate et al 2000, 2002, 2003; Lopez-Capel et al, 2005a,b, 2006a,b,).
TG-DSC también se ha utilizado en la clasificacion de carbones (Kok, 2001)
y para distinguir entre fracciones labiles y estables en MO de suelos y
sedimentos (Lopez-Capel et al., 2005a; 2006a; Plante et al., 2005; Leifeld et
al., 2006). Medidas hechas sobre carbones y hollines indicaron que la
estabilidad térmica de esos compuestos era completamente diferente a la MO
biogénica reciente (Garcia et al., 1999; Boehman et al., 2005)

Después de un minucioso estudio y la seleccion del programa de

calentamiento mas adecuado para nuestro trabajo, se llevo a cabo la TG de
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las muestras de referencia. Los resultados de TG se muestran en las Figuras
4.1.4r1 (a, by ¢), mientras que en las Figuras 4.1.4¢ (d, e y f') se muestran los
diagramas DSC obtenidos sobre las mismas muestras.

Los TGs muestran diferentes comportamientos en cada una de las
muestras frente a la oxidacion térmica y la mejor forma de interpretarlos es
estudiarlos conjuntamente con los diagramas de DSC, teniendo presente el
contenido en TOC de cada muestra.

En los diagramas de DSC se observan distintos picos (1 a 4 por
muestra) a diferentes temperaturas, que corresponderian con la oxidacion de
distintas formas de MO. Se admite que a medida que aumenta la temperatura
del pico, la MO oxidada tendrd una mayor refractoriedad térmica
(Dell’ Abate, 2000; Lopez-Capel et al., 2005a).

En la mayoria de los diagramas DSC se observa un pico
endotérmico, que aparece entre 50-200 °C, que corresponderia con la
eliminacion de la humedad y agua de hidratacion presente en las muestras, la
parte final de este pico solapa parcialmente con el inici6 de la combustion de

la MO mas labil.
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Figura 4.1.47: TG en muestras de referencia de origen natural (a); TG
en materiales producidos artificialmente ricos en BC (b); TG en
muestras susceptibles de interferir en la deteccion de BC (c¢)
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DSC en materiales producidos artificialmente ricos en BC (b); DSC en
muestras susceptibles de interferir en la deteccion de BC (c).
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Los resultados obtenidos mediante TG-DSC pueden agruparse segiin

el tipo de material de referencia estudiado de la siguiente manera:

1.

Muestras de Referencia de Origen Natural

Tanto en los suelos (VS y MS) como en el aerosol (AS) se observan
tres tipos de MO segin el comportamiento frente a la oxidacion
térmica, que podrian corresponder con: 1° la oxidacion térmica de
MO 1abil (alrededor de 350 °C aprox.), constituida generalmente por
restos vegetales (celulosas), material lipidico y polisacaridos libres,
2° Oxidacion de MO recalcitrante  (400-500 °C), que estaria
constituida por MO aromatica, restos de lignina en general y 3°
MOR, en la que estaria incluido el BC y formada por formas de MO
policondensadas estables térmicamente (500-650 °C aprox.) (Dell’
Abate et al, 2000; Lopez-Capel et al 2005, 2006). En la muestra AS
se observa una riqueza importante en MOR.

En el sedimento marino (SM) no se muestran distintos picos, en el
DSC, que pudieran interpretarse como distintas formas de MO, es
posible que en este caso la MO se encuentre protegida por la matriz
mineral y al tratarse de una matriz extremadamente compleja seria
necesario aplicar un pre-tratamiento anterior a la TG.

En general no muestran picos bien definidos y podria ser
recomendable la aplicacion de un tratamiento previo que
simplificara la complejidad de la matriz a estudiar y desligara la MO
de la fraccion mineral.

Materiales producidos artificialmente ricos en BC

Se observan tres comportamientos diferenciados para las tres
muestras estudiadas, en las muestras de vegetacion carbonizada
(PCar y MCar) se observan grandes pérdidas de peso, en PCar

corresponderian con pérdidas de MO 1abil y recalcitrante, mientras
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4.2

que en MCar corresponderian con MO recalcitrante y MOR (tipo
BC), se observa pues una mayor refractoriedad en esta ultima, por
otra parte la muestra de Hollin (Ho) estaria formada -casi
exclusivamente por MOR.

Materiales que pueden interferir en la deteccion de BC

La muestra de Lignito (Lig) es la tnica que presenta tres picos,
siendo el 3°, que seria atribuible a formas de MOR afines al BC el de
menor area. En las muestras de material rico en Kerdgeno (Ker) y
Melanoidina (Mel) se observa un pico ancho cuyo maximo estaria
situado entre el final de la zona asignada a MO 1abil y el principio de
la MO recalcitrante, el area correspondiente a la reaccidon en la zona
de MOR es practicamente nula en ambos casos. La muestra de
material Bituminoso (Bit) estaria formada por MO recalcitrante y
mayoritariamente por MOR de elevada estabilidad térmica (pico

MOR obtenido T# > 550 °C).

CONTENIDO EN BLACK CARBON DE LAS MUESTRAS DE
REFERENCIA

El estudio TG-DSC de las muestras de referencia recomendadas por

el BC “Ring trial” permitid su caracterizacion y distincion de forma

satisfactoria, el siguiente paso fue llevar a cabo la cuantificacion de BC en

las mismas mediante esta técnica. Para el calculo del contenido en BC

utilizamos una serie de valores obtenidos del estudio detallado de los

diagramas TG y DSC, que quedan recogidos en la Tabla 4.2.

El BC se cuantificdé como el porcentaje de muestra perdida en el

intervalo correspondiente al Gltimo pico aparecido en DSC (% pérdida de

peso en TG), este pico sera considerado como MOR-BC solo en el caso de
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que cuando aparezca por encima de 500 °C o se trate de un 3* pico en la
misma muestra en el diagrama DSC, es decir, ya hayan aparecido en esa
muestra otros dos picos que corresponderian a MO 1abil y recalcitrante. Para
un exhaustivo analisis de los resultados y una mejor caracterizacion de las
muestras se han utilizado también otros parametros como son: TOC, T* a la
que se registra el Gltimo pico detectado por DSC y contribucion (% area) de
este ultimo pico detectado respecto al total, parametros que también se
recogen en la Tabla 4.2, que se presenta en la pagina siguiente.

La T* a la que se registra el tltimo pico por DSC asi como el area de
este pico, nos aportan informacion acerca del grado de refractoriedad de la
MO de cada muestra, asi la muestra de hollin (Ho) practicamente formada
por MO grafitica es considerada la forma mas inerte de MO, detras estarian
por este orden las muestras Bit, AS y MCar que son también altamente

refractarias y posiblemente ricas en BC.
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Tabla 4.2: Presencia de MOR y contenido en BC en muestras de referencia mediante TG-DSC

Contribucion Presencia Peso perdido
MUESTRA | (oo | TOC  Tdltmo PR 0P Sl pico MOR- ﬁltim[c)) b BC  BC/TOC
REFERENCIA (%)  pico (°C) : BCen o P! (g/Kg) (%)
(%) (°C) (%)
DSC
Sedimento SM 3,01 505 23 si 1,97 19,7 65,45
Marino
Vertisol VS 3,16 510 24 si 1,5 15,0 47,47
Muestras de |/ 1yico1 MS 1,93 515 19 si 1,1 11,0 56,99
referencia
naturales Materia
Orgénica MOD 45,47 504 2 leve n.d. n.d. n.d.
Disuelta
Aerosol AS 17,83 530 60 si 11,6 116,0 65,06
Hollin Ho 92,19 630 100 si 84,15 841,5 91,28
Materiales ricos Madera
en BC . MCar 73,6 525 25 si 70,95 709,5 96,40
. Carbonizada
producidos
artificialmente | Planta PCar | 60,14 450 40 si 34,42 3442 5723
Carbonizada
Melanoidina Mel 54,26 490 46 no 0,27 0
Materiales Kerogeno Ker 27,23 420 2 no 10,34 0 0
interferencia | Lignito Lig 58,36 510 20 si 11,2 112,0 19,19
Hulla: Bit | 8467 570 80 si 78,23 7823 92,39
Bituminosa

a) Calculado como el area del pico obtenido a la T* mas alta dividido por la suma de las areas del resto de los picos (en %)

b) Calculado como la pérdida de peso correspondiente a las temperaturas intervalo del pico registrado a mayor temperatura

n.d.) Dato no disponible debido a problemas técnicos durante en analisis de esta muestra
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En las muestras de Kerdgeno (Ker) y Melanoidina (Mel) (materiales
interferencia) no se observo el pico que corresponde con la MOR en los
diagramas de DSC, por lo que desde el punto de vista de la TG-DSC no
contienen MOR, y por tanto la presencia de estos materiales no supondria un
problema para el analisis y deteccion de BC mediante esta técnica.

El contenido en BC en las muestras de referencia medido mediante
TG y que se muestra en la Tabla anterior, ha presentado una gran variacion
de unas muestras a otras y encontrandose valores desde 841,5 gBC/Kg en la
muestra Ho hasta 0 gBC/Kg medidos en las muestras Mel y Ker. No se
encuentran grandes problemas en la aplicacion de la metodologia para los
materiales producidos artificialmente, que han resultado en general los mas
ricos en BC. En el caso de los materiales de referencia susceptibles de
interferir en las mediciones de BC, los resultados han sido muy satisfactorios
en las muestras de Mel y Ker, aunque debemos constatar que la muestra de
Lignito (Lig) y sobre todo de hulla Bituminosa (Bit) parecen tener un alto
contenido en BC, resultado que ya habia sido reflejado por otros autores
previamente (Leifeld, 2007; Hammes et al., en prensa).

En las muestras de referencia de origen natural (MS, VS, SM y AS)
es posible que los resultados obtenidos sobreestimen el contenido en BC,
sobre todo si comparamos los valores de % BC/TOC con el contenido en C,;
presente en cada muestra (sefial 110-160 ppm en NMR °C), que aparece
reflejado en el apartado 4.1.2 del presente capitulo, y en cualquier caso los
resultados son manifiestamente superiores al contenido habitual de BC en
sedimentos, estimado 15-30 % BC/TOC  para sedimentos marinos
mediterraneos (Middelburg et al., 1999) y suelos, estimado de hasta un 45%
en suelos chernozémicos (Schmidt et al., 1999). Como hemos comentado
anteriormente en muestras procedentes de matrices naturales complejas,

como suelos y sedimentos marinos, con bajo contenido inicial en TOC seria
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recomendable aplicar un pretratamiento antes de la TG para conseguir por un
lado un enriquecimiento en MO y por otro liberar a la MO de la proteccion

mineral.

4.2.1 Comparacion del contenido en BC medido mediante otras

metodologias de oxidacion

La Tabla 4.2.1 muestra los resultados de la cuantificacion de BC
utilizando distintas metodologias disponibles para las muestras de referencia,
trabajo que ha sido llevado a cabo por diversos laboratorios (BC Ring Trial).

A simple vista los resultados pueden parecer heterogéneos, su
interpretacion debe hacerse con precaucion, sin olvidar que las muestras
estudiadas son de naturaleza y complejidad estructural muy variada.
Teniendo en cuenta los aspectos enumerados anteriormente y que las
metodologias utilizadas en el estudio difieren entre si de manera
considerable (ver Tabla 1.3b, Capitulo 1), debemos constatar que no existiria
un resultado mejor que otro, sino que todos contribuirian a este estudio

global del “continuum” de productos de combustion a los que pertenece el

BC.
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Tabla 4.2.1 Cuadro comparativo de contenido en BC en las muestras de
referencia utilizando distintas metodologias. (BC-Ring Trial)

Contenido en BC por metodologia aplicada (g BC/Kg
MUESTRAS DE muestra)
REFERENCIA i
(BC-Ring Triah speas  Oxid. CTO  Oxid. RSN 16 oxig
Dicromato® 375°C° UVY Crmica = Kool Clorito®
TOR/TOT®
Sedimento | hc»¢ 37999 bl 48 32064 197 nd
Marino 7,4
Vertisol 2,9-6,8 1,1-5,7 01’13_ 10,4 7,4-10,9 15 3,0
Muestras de |y ol (2744 0622 %% 47 0063 11 6,1
referencia 1,6
naturales :
Mat?rlha 2.8- 0.0-
Organica 0,0 0,0 0,0-309,8 n.d. n.d.
: 38,2 4.4
Disuelta
11,2- 6,4-
Aerosol 17.6 72,1-79.,4 259 54,0 62,6-89,2 116,0 n.d.
. 160,9- 400,7- 325,0-
Materiales Hollin 4742 539.0 439.6 788,9 865,5-904,1 841,5 6413
ricos en BC | Madera 72,9- 371,7-
producidos [ Carbonizada [ 250,6 620, 0 7052 S13-73L7 7095 00
artificialmente
Planta 142,5- 200,5- 2,5-
Carbonizada | 175,7 270,0 21,0 4542 388,3-575.2 3442 625
Melanoidina | 4,5-5,8 0,0 3;75 0,0 86,0-370,8 0,0 0,0
10,7- 0,1-
Kerogeno > 11,9-41,2 ’ 15,8 0,0-39.5 0,0 0.0
Materiales g 17,4 29,9
interferencia |1 - 60,1- 0,0-
Lignito 170.7 31,0-69,8 143 196,3 109,9-333,6 112 29,8
Hulla 139,0- 720,0- 0,3-
Bituminosa | 222.7 805,8 41,9 859 4423-7332 7823 n.d.

n.d.) No disponible. a) Método de cuantificacion de acidos bencenopolicarboxilicos (BCPA); realizado en 3
laboratorios (Glaser et al., 1998; Brodowski et al., 2005). b) Oxidacion con dicromato; realizado en 4
laboratorios (Wolbach y Anders, 1989; Lim y Cachier, 1996; Song et al., 2002). ¢) Método de oxidacion
quimica seguido de una oxidacion térmica a 375 °C; realizado en 6 laboratorios (Gustafsson et al., 1997; Gélinas
et al., 2001). d) Método de foto-oxidacion ultravioleta, seguido de analisis mediante NMR "°C, realizado en 1
laboratorio (Skjemstad et al., 1999). e) Métodos térmo-Opticos de transmitancia o reflectancia laser; realizado
por 5 laboratorios (Schauer et al., 2003; Huebert et al., 2004; Chen et al., 2005). f) Método de oxidacion
termogravimétrica, realizado en 1 laboratorio (Hammes et al., en prensa). g) Método de oxidacion con Clorito
de Sodio, realizado en 1 laboratorio (Sympson y Hatcher, 2004).
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Los resultados obtenidos para cada uno de los métodos utilizados se
pueden resumir brevemente de la siguiente manera:

Método BCPA:

Este método trata de aislar estructuras aromaticas y transformarlas
en acidos benceno policarboxilicos (BCPAs o ABCs) mediante el tratamiento
del las muestras con HNO; a alta temperatura, (Glaser et al., 1998;
Brodowski et al., 2005). Como se comento6 en la introduccion, el hecho de
que todo y solo el BC se transforme en BCPAs seria un supuesto aun por
demostrar.

Si nos fijamos en los valores obtenidos, parecen encontrarse dentro
de la media para las muestras de referencia de origen natural. Podrian
considerarse satisfactorios para las muestras interferencia de melanoidina,
kerdgeno y lignito, mientras que para los materiales ricos en BC producidos
artificialmente, especialmente hollin y madera carbonizada, los resultados
estan muy por debajo de la media del resto de los métodos estudiados, y
podrian sugerir que la técnica no detecta de forma cuantitativa los
componentes del BC mayores y més condensados.

Método de Oxidacién con Dicromato:

Se utiliza dicromato (Cr,0;?) como agente oxidante junto a otros
pretratamientos, el BC se define como el C organico que “sobrevive” a la
oxidacion (Lim y Cachier, 1996; Song et al., 2002). Este método no requiere
de equipamiento especializado y posee una elevada reproducibilidad en la
mayoria de las muestras, excepto en los suelos y sedimentos estudiados. Este
método asume que todo el carbono que “sobrevive” al tratamiento oxidativo
es BC, presuncion que ya ha sido demostrada en varios articulos recientes
(Massiello, 2004; Song et al., 2002), este problema podria ser resuelto

mediante la caracterizacion del residuo final mediante espectroscopia de
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NMR, pero encareceria notablemente el proceso. Los resultados numéricos
obtenidos pueden considerarse, en general dentro del rango esperado.

Método CTO-375 °C:

Este método distintos pretratamientos acidos seguidos de una
oxidacion a 375° C, permite estimar el contenido en BC en una muestra
frente un material de referencia de contenido en BC conocido (material
hollin SRM-2975) (Gustafsson et al., 1997; Gélinas et al., 2001). Este
método permite una buena diferenciacion entre el hollin y los materiales
carbonizados, podriamos decir que estaria especializado en la deteccion de
las formas mas condensadas o grafiticas de BC, por ello los resultados
obtenidos son en general muy bajos si los comparamos con el resto de
metodologias, existiria ademas el problema de la aparicion de artefactos
positivos, ya comentados en la introduccidon, y que se reflejan en la
deteccion de hasta 25g Kg' de BC en la muestra de melanoidina en lugar de
cero, ese problema especialmente importante en muestras con bajo contenido
en BC altamente condensado, podria ser minimizado con la eliminacion
previa de MO labil.

Meétodo de oxidacion Ultra-Violeta:

Este método lleva a cabo una foto oxidacion de alta energia con luz
ultravioleta del material, previamente suspendido en agua saturada de
oxigeno, por tultimo se somete el residuo a analisis mediante NMR "C
(Skemstad et al., 1996). Este método parece obtener resultados satisfactorios
en todo tipo de materiales pero requiere tiempo y necesita de equipos
altamente sofisticados y caros, lo que hace dificil su aplicacion.

Métodos de Reflectancia Térmica TOR/TOT:

Estos métodos utilizan diferentes programas de temperatura y
tiempos de retencion para medir (FID) la transmitancia (o reflectancia) de un

laser que es aplicado sobre la muestra a estudiar (Chen et al., 2005; Huang et
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al., 2006; Huebert et al.,, 2004). Los resultados presentaron escasa
variabilidad entre cada laboratorio y alta reproducibilidad en general, pero a
juzgar por los resultados obtenidos para la melanoidina (hasta 370 gBC Kg™)
y MOD (hasta 307 gBC Kg™') parece no distinguir de forma adecuada entre
material BC y no-BC, las muestras deben ser tomadas “in situ” en papel de
filtro, lo cual no se hizo para este estudio y parece que las muestras de color
oscuro crean problemas en los procedimientos de correccion Opticos, cuando
la absorcion inicial es tan alta que un ennegrecimiento adicional debido a la
calcinacion del material pirogénico, no puede ser distinguida de la absorcion
del material original (Schmidt et al., 2001).

Método de oxidacion Termogravimétrica:

Como ya se ha descrito previamente (Capitulos 3 y 4.1) este método
utiliza la termogravimetria (TG) acoplada a calorimetria diferencial de
barrido (DSC) para registrar las pérdidas de peso de muestras durante su
oxidacion térmica (Lopez-Capel et al., 2005; De la Rosa et al., en prensa).
Los resultados obtenidos parecen razonablemente satisfactorios en las
muestras ricas en BC y los materiales potencialmente interferencia,
obteniendo un contenido cero de BC en la melanoidina y keroégeno. Para las
muestras de referencia de origen natural (suelos, sedimento y aerosol) los
resultados obtenidos estan por encima del resto de los grupos, como se
comento en la introduccion (Tabla 1.3b) este método podria sobreestimar el
contenido en BC en muestras complejas en determinados casos, por ejemplo
el material arcilloso puede proteger a la MO de la oxidacion térmica y hacer
que este parezca (a los ojos de la TG) mas refractario de lo que realmente es,
la presencia de carbonatos o restos minerales pueden contribuir a este
problema, seria aconsejable aplicar un pre-tratamiento destinado a minimizar
estos problemas, que seria especialmente necesario en suelos y sedimentos

para aumentar la concentracion de MO en la muestra.
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Método de oxidacion con Clorito de Sodio:

Este método se basa en la oxidacion con Clorito de Sodio seguida de
NMR "C vy analisis elemental del residuo obtenido (Simpson y Hatcher,
2004). Permite detectar especificamente el hollin de otros materiales
pirogénicos, el tratamiento con clorito de sodio en medio acido esta disefiado
especialmente para la eliminacion de restos de lignina que junto al
enriquecimiento en C, la caracterizacion de los residuos obtenidos mediante
NMR "C vy el analisis elemental aplicado, minimizan las posibilidades de
sobre-estimar el contenido en BC en muestras pobres en MO, seria por tanto
un método muy recomendable para este tipo de muestras. Por otra parte se
trata de una metodologia que requiere el uso de costosos medios técnicos
(NMR estado soélido) y solo se han presentado resultados para 8 de las
muestras de referencia, luego se desconoce cual sera su comportamiento en

el resto de los casos.

4.3 CARACTERIZACION DE LOS SEDIMENTOS BRUTOS

4.3.1 Analisis elemental y caracteristicas globales

En la Tabla 4.3.1 se muestran los valores de C organico total (TOC),
C inorganico total (TIC), los contenidos totales de N (TN), S (TS), lipidos
(TL) y las relaciones atomicas C/N y C/S de los sedimentos estudiados.
Ademas, se incluye la localizacion de los puntos de muestreo, los cddigos en
la numeracion de cada muestra corresponden a sedimentos de rio (R), de
estuario (E), de zonas de interfase rio-estuario (R/E), y sedimentos marinos

M).
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Tabla 4.3.1: Analisis elemental, contenido en lipidos y localizacion de los

sedimentos

Muestra| TC TN TOC TIC Corg/N TS Corg/S TL Localizacion
R-25 1,84 0,13 1,77 0,07 13,6 041 4,3 0,33 [Rio Odiel

R/E-28 | 2,97 0,13 1,80 1,17 13,8 0,45 4,0 n.d. |Desembocadura R. Odiel
R-35 1,53 0,14 1,10 043 7,9 1,13 1,0 0.30 JRio Tinto-Odiel

R-39 1,28 0,08 1,04 0,24 13,0 097 1,1 0,14 |Rio Tinto

R-40 1,26 0,10 1,10 0,16 10,7 1,35 0,8 n.d. JRio Tinto-Odiel

E-202 1,52 0,14 1,17 036 83 0,44 2,7 0,17 |Estuario Rio Piedras
E-209 1,69 0,16 0,77 092 48 0,27 2,9 0,16 |Estuario Rio Guadiana
R/E-211] 2,21 0,10 1,07 1,14 10,7 0,22 4,9 0,14 |Trans. Rio-Est. Guadiana
E-213 306 0,13 1,22 1,84 94 044 2,8 0,23 |Estuario Rio Guadiana
E-218 2,09 0,20 1,76 0,34 88 0,26 6,8 0,23 |Estuario Rio Guadiana
E-226 1,74 0,13 1,16 0,58 89 044 2,6 0,12 |Estuario Rio Guadiana
M-131 3,11 0,16 1,17 1,949 7,3 0,18 6,5 0,07 Plataforma cont. Marina
M-155 3,11 0,15 1,09 2,02 7,3 0,30 3,6 0,07 |Plataforma cont. Marina
Minimo 1,26 0,08 0,77 0,07 48 0,18 0,8 0,07

Méximo 3,11 0,20 1,80 2,02 138 135 6,8 0,33

Media 2,11 0,13 1,25 086 9,6 0,53 34 0,17

El contenido en TOC varia entre el 0,77 %, encontrado en la
muestra E-209 situada en el estuario del Rio Guadiana, y 1,80 %, valor
encontrado en la desembocadura del Rio Odiel (R/E-28). Estos valores se
encuentran dentro del rango tipico encontrado para sedimentos costeros
(Nieuwenhuize et al., 1994). Las muestras de sedimentos marinos de la
plataforma continental (M-131; M-155) muestran valores de TOC y de
contenido en material lipidico (TL) inferiores a la media, mientras que los
valores mas altos se encuentran en muestras situadas en zonas fluviales y de
estuario, (muestras R-25; R/E-28 y E-218) indicando una acumulacion y/o
preservacion de la MO sensiblemente mayor en estos ambientes.

La relacion C/N es un parametro ampliamente utilizado para
distinguir el origen de la MO en sedimentos (Prahl et al., 1980, 1994;
Premuzic et al., 1982; Ishiwatari y Uzaki, 1987; Siliman et al., 1996) y en

particular se ha utilizado para distinguir entre los diferentes aportes de MO
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en estuarios. Los valores tipicos de C/N en organismos marinos se
encuentran entre 4-10, mucho mas bajos que los encontrados para plantas
terrestres (> 20). Esto se atribuye a la mayor abundancia proteica en la MO
de origen marino y a su bajo contenido en materiales celulésicos (Kawamura
e Ishiwatari, 1981; Meyers et al., 1984; Uzaki e Ishiwatari, 1986; Meyers,
1994).

Los valores de la relacion C/N varian entre 13,8 y 4,8. En general
estos valores son similares a los encontrados en sapropeles marinos, en los
que la MO procede de una mezcla de restos vegetales de plantas, algas y
bacterias (Meyers, 1994). La variabilidad de la relacion C/N en muestras de
estuarios (E) (4,8-10,7), indicaria una mezcla de MO de origen terrestre y
marino, con una mayor contribucion relativa de esta ultima. En la muestra E-
209, situada en el estuario del Guadiana se observa un valor sensiblemente
inferior a los demas (4,8) que podria indicar una zona de reciente
acumulaciéon de MO de origen marino o mayor erosion y transporte (por
tanto menor deposicion) de la MO terrestre. Estas variaciones son
consecuencia entre otros factores del balance entre influjo fluvial y mareal,
época del afio y régimen de lluvias, corrientes de deriva existentes o
distancia al cauce de los rios. Este valor también podria ser debido a una
utilizacion preferencial de C junto a la inmovilizacién de N por parte de
bacterias.

En las muestras tomadas en el cauce de los rios (R) se observé un
incremento en la relacion C/N como corresponderia con un mayor aporte de
MO de origen terrestre, aunque los valores (8-14) indican una contribucion
importante de MO de origen marino.

Las dos muestras tomadas en la plataforma continental (M) menos

afectadas por cambios temporales en el fluyjo de MO fluvial o mareal,
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régimen de lluvias, o corrientes de deriva mostraron el mismo valor para la
relacion C/N (7,3).

El contenido en azufre total (TS) va disminuyendo en el sentido R-
E-M, encontrandose los valores mas elevados en muestras tomadas en los
lechos de los rios Tinto y Odiel. Este gradiente se explicaria por el transporte
y deposicion de sedimentos ricos en pirita provenientes de las sierras de
Huelva y Sevilla (localizadas en la parte occidental de la faja piritica de
Huelva). La presencia de azufre molecular, detectado en los extractos
lipidicos y en la pirdlisis directa de los sedimentos, como veremos mas
adelante, podria indicar que mediante reacciones de sulfato-reduccion, que
ocurren en ausencia de oxigeno, se estaria incorporando S a los productos de
las primeras etapas de diagénesis (piritizacion) en ambientes de deposicion
predominantemente anoxicos (Leventhal, 1983; Hadas et al., 2001).

La relacion C/S presenta valores entre 0,8 y 6,8. En trabajos
anteriores se observo que las zonas con mayor contribucion de MO de origen
marino presentaban valores mas bajos de C/S (Hofmann et al., 2001). En
nuestro caso no se observa este comportamiento en las muestras estudiadas,
lo que puede ser debido a la ocurrencia de fendmenos de piritizacion en
condiciones andxicas, ya que no hay limitacion de MO reactiva y el Fe es
abundante en la zona. Esto unido a la deposicion de material rico en pirita
puede tener como efecto una elevacion de los valores de la relacion C/S por
encima de los tipicos para MO de origen marino.

Existen numerosos factores como, distintas fuentes de MO,
diferentes tiempos de exposicion a condiciones oxidantes de los sedimentos
superficiales, la existencia de procesos de erosion, corrientes de deriva,
influjos mareales, etc., que harian muy dificil poder predecir los depocentros
de MOR vy justificar diferencias cualitativas importantes en esta MO. Por

ello el analisis elemental solo nos permite trazar a grandes rasgos las

108



Capitulo 4: Resultados v discusion

caracteristicas generales de la MO en cada punto. Para profundizar en su

caracterizacion debemos apoyarnos en otras técnicas de analisis.

4.3.2 Analisis Termogravimétrico e Isotopico (TG-DSC y TG-IRMS)

Se seleccionaron muestras representativas de cada entorno (fluvial,
estuarino y marino) para un analisis termogravimétrico completo (TG-DSC).
Para ampliar las posibilidades del analisis térmico, se utilizd un
espectrometro isotopico (IRMS) acoplado al sistema de analisis térmico,
permitiéndonos realizar un andlisis en continuo de los ratios de isétopos
estables de C junto al perfil termogravimétrico en un Unico experimento. La
posibilidad de distinguir entre valores isotopicos de componentes labiles y
refractarios puede ayudar al entendimiento de la compleja dinamica de la
MO en sedimentos.

Las Figuras 4.3.2 a-b presentan las pérdidas de peso (TG) y la
calorimetria diferencial de barrido (DSC) respectivamente, realizados sobre
muestras de sedimento bruto, mientras que la Tabla 4.3.2a muestra los datos

correspondientes a estas pérdidas de peso.

MO labil MO recalcitrante; MO refractaria Carbonatos

100 200 300 400

500 600
Temperature /°C

Figura 4.3.2a: Termogravimetria (TG) en sedimentos
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Figura 4.3.2b: Calorimetria diferencial de barrido (DSC) en sedimentos
La calorimetria diferencial de barrido muestra las temperaturas o
rangos de temperaturas donde tienen lugar las reacciones de combustion o de
descomposicion de la MO presente en cada muestra. Su estudio nos permite
seleccionar las temperaturas para el estudio acoplado a la termogravimetria

de la evolucion de los valores de isotopia de °C (TG-IRMS).
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Tabla 4.3.2a: Pérdidas de peso (%) medidas mediante
Termogravimetria (TG) en sedimentos

Rango de

temperaturas (°C) R-25 E-209 E-226 M-131 M-155

20-200 °C 2,68 1,08 1,78 2,93 1,25
200-400 °C 2,83 1,51 2,12 1,89 1,89
400-550 °C 2,76 2,40 3,07 4,33 4,66
550-650 °C 0,81 1,17 1,48 3,11 3,27
650-850 °C 0,81 0,54 1,04 3,63 3,42

Total (20-850°C) 9,88 6,71 9,48 15,90 14,49

H,0 + MO labil 27,1 16,1 18,8 18,5 8,6
MO labil 28,6 22,6 22,3 11,9 13,1
MO recalcitrante 28,0 35,7 32,4 27,3 32,1

MO refractaria 8,1 17,5 15,6 19,6 22,6
Carbonatos 8,2 8,1 10,9 22,8 23,6

Porcentajes de pérdida de peso en sedimentos brutos por rango de
temperaturas y tipo de material, medidos mediante
termogravimetria

Basandonos en la literatura existente (Lopez-Capel et al., 2005a;
Manning et al., 2005; Plante et al., 2005; Dell’ Abate et al., 2003,
Kaloustian., 2001) las pérdidas de peso han sido asociadas con la
descomposicion de las distintas formas de MO de la manera siguiente: MO
labil (200-400 °C), MO recalcitrante (400-550 °C), MO refractaria (550-650
°C) y carbonatos (650-850 °C) (Figs. 4.3.2 a-b). En la Tabla 4.3.2a se
muestran los resultados correspondientes a cada una de las formas de MO
para cada sedimento estudiado, las mayores pérdidas de peso corresponden a
la fraccion de MO recalcitrante (hasta un 36%) y se observa una variabilidad
menor en los valores que en las otras fracciones. Los resultados muestran
que al pasar de muestras fluviales (R-25) a las marinas el porcentaje de MO

labil disminuye mientras que el de MO refractaria aumenta. Esto parece
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indicar un enriquecimiento en formas de MOR a medida que aumenta la

contribucion de MO de origen marino. El contenido en carbonatos fue

marcadamente mayor en las muestras marinas.

‘Temperatu‘ra °Cc
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Figura 4.3.2c. Evolucién de los valores 6”C con la temperatura en

sedimentos

Tabla 4.3.2c. Evolucion de los valores 8'°C en sedimentos con la

temperatura y valores  °C en sedimento bruto

13
Muestra 350°C 510°C 540°C 620°C 700°C 720°C ° 5
R-25 -19,7 -17,5 -17,2 -17,7 -21,0 -20,9 -23,8
E-209 18,1 -148  -13,6  -113  -11,9  -136  -20,0
E-226 203 -165  -153  -109 -159  -16,5  -20,7
M-155 17,1 -104  -82 32 20 2,0 9.8
M-131 -16,3 -6,1 -3,0 0,3 -6,2 -7,2 -9,7

Valores 8'°Cv-PDB en sedimentos medidos a diversas temperaturas durante
degradacion térmica (£ 0.04%o0 medido mediante TG-DSC-IRMS), y valores
3"*Cv-PDB en sedimento bruto(+ 0.05%o medidos por Isoanalytical-IRMS)
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La Figura 4.3.2c muestra la evolucién de los valores §"°C en
sedimentos durante la TG. La tabla correspondiente muestra los valores 8'°C
en sedimentos representativos tomados durante la TG a las temperaturas de
350, 510, 540, 620, 700 y 720 °C respectivamente. Estas temperaturas fueron
seleccionadas mediante el estudio de las curvas obtenidas por DSC y ser
susceptibles de corresponder con las temperaturas de descomposicion o
combustion de distintas formas de MO. Durante el estudio se utilizé CO, de
elevada pureza como gas de referencia (8 °C -29.88) que fue muestreado 3
veces al principio y al final de cada medida.

Se observa un enriquecimiento progresivo en C conforme se
incrementa la influencia marina en las muestras, en general los valores §"°C
del sedimento bruto son un 4 %o, mdas negativos que aquellos determinados
para la materia organica usando TG-DSC-IRMS, debido a las diferencias
metodologicas entre ambos procesos de medicion (Lopez-Capel et al,
2005b).

Teniendo en cuenta la diferencia sistematica de un 4%o en la
medicién de & "°C entre las metodologias, se observa una gran variabilidad
en los valores obtenidos, asi la muestra R-25 muestra valores tipicamente
terrestres, las muestras M-131 y M-155 marinos y las muestras E-209 y E-
226 una mezcla de ambos. Segin Glaser et al., (2005) los valores 8"°C para
BC antropogénico y productos naturales de la combustion en sedimentos
estarian comprendidos en el rango -22,5 — -26.5 %o, por lo que en la muestra
R-25 podria estar incluida una importante contribucion de estas formas de
MOR.

Los valores 8 “C en las muestras marinas estin claramente
influenciados por la presencia de carbonatos. A 350°C los datos muestran un
enriquecimiento en & "°C segin aumenta la influencia marina, que podria

deberse a un aumento de la contribucion de algas, macrofitas aldctonas y
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aporte mineral (Middelburg et al., 1997). Los valores en las muestras
marinas (M-131, M-155) a 350°C podrian atribuirse a algas (-17%o) y
material planctonico (Middelburg et al., 1997).

El enriquecimiento isotopico & °C observado en muestras marinas es
considerable, teniendo en cuenta la presencia de carbonatos, podria estar
debido ademas a la existencia de procesos microbianos de metanogénesis en
la MOR, en kerogenos. Clayton (1991) describio diferentes
comportamientos isotopicos de C durante la formacioén de metano a partir de
MO 14bil y kerogeno recalcitrante. Cuando la formacion de metano tiene
lugar durante la oxidacion de la MO, durante este proceso metabolico,
controlado cinéticamente, ocurre un enriquecimiento de BC en el CH,
residual, y del '>C en el CO, emitido (efecto opuesto que en la generacion de
CH,).

De 700 a 720 °C se observan valores derivados de la contribucion de
carbonatos en las muestras marinas (-2.0 %o en M-131 y -6.2 %o para M-
155), que estan dentro del rango asociado a los carbonatos marinos
(Gawenda et al 1999).

Para eliminar la influencia del contenido en carbonatos en el
comportamiento isotopico se realizd la medida de los valores 8"°C a los
sedimentos desmineralizados.

En la Figura adjunta 4.3.2d se representan los valores §'°C, frente
al contenido en TOC (%) de los sedimentos marinos en muestras
desmineralizadas. En ella se observan valores tipicos para sedimentos
marinos (Middelburg, 1991) y tres comportamientos diferentes segin la
localizacion de la muestra estudiada. Asi las muestras marinas muestran un
mayor enriquecimiento en los valores de 8°C (> -23 %o), resultado acorde
con lo que cabria esperar para MO de origen marino y ya habiamos

observado en los datos isotopicos medidos durante la termogravimetria, por
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otra parte las muestras localizadas en el lecho de los rios tienen valores
isotopicos de & "°C intermedios y alto contenido en TOC, mientras que las
muestras localizadas en zonas de estuario toman valores isotopicos de & *C
mas bajos, lo que podria indicar una mayor preservacion (o acumulacion) de
la MO terrestre en muestras estuarinas. La muestra R/E-28, localizada en la
desembocadura del rio Odiel muestra un comportamiento claramente
diferenciado del resto de mas muestras de entorno, su localizacién en un area
sometida a corrientes de distinta procedencia (mareal, riverefias y de deriva
litoral), continua deposicion de sedimentos y erosion pueden ser parte

responsable de este comportamiento diferenciado.

22,5 P . M. Marinas ¢ R-25
23,0 - ° . ¢ R/E-28
U235 . ; R-39
©.24.0 - e M-131
-24,5 M-155
-25,0 A E-202
25,5 E-209
-26,0 ‘ I — ‘ ‘ | ' AR/E-211
04 06 08 10 12 14 1,6 18 20 , pog
TOC (%)

Figura 4.3.2d: Valores 8"°C Vs TOC en sedimentos desmineralizados

En general las muestras fluviales y estuarinas tienen valores
isotopicos muy similares, resultado loégico si tenemos en cuenta las

caracteristicas de los estuarios donde se localizan las muestras.
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4.3.3 Caracterizacion estructural de los sedimentos

4.3.3.1 Pirdlisis-Cromatografia de Gases/Espectrometria de masas (Py-

GC/MS)

Como hemos comentado anteriormente la pirdlisis analitica (Py-
GC/MS) ha sido ampliamente utilizada con éxito en numerosos estudios
dedicados a la caracterizacion a nivel molecular de matrices complejas
poliméricas.

Sabemos que muchos de los productos liberados durante la pir6lisis
son compuestos de diagndstico de precursores especificos presentes en la
matriz estudiada, y en cualquier caso, la principal informaciéon suministrada
por la pirélisis es una “huella dactilar” (fingerprinft) especifica para cada
muestra.

En las Figuras 4.3.3a-b se presentan los pirogramas de sedimentos
representativos de la zona de estudio. Algunos pirogramas tuvieron que ser
descartados del estudio por estar dominados por de picos de gran area, de Sg
y SO, fundamentalmente, que enmascaraban la presencia de otros
compuestos de pirolisis lo que hacia que fueran inservibles para cualquier
estudio de caracterizacion cualitativa o cuantitativa. En general, a pesar de
la complejidad de los pirogramas, la mayoria de los productos de pir6lisis
pudieron ser identificados. El estudio pormenorizado revel6 que la gran
similitud observada entre las distribuciones de picos en los pirogramas de los

se daba también en la naturaleza quimica de los productos.
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Figura 4.3.3a: Cromatogramas de ion total (TIC) de los productos de

pirolisis a 500°C (pirogramas) de muestras estudiadas de sedimentos
fluviales.
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Figura 4.3.3b: Cromatogramas de ion total (TIC) de los productos de pirélisis a 500°C (pirogramas) de muestras
seleccionadas de sedimentos de estuarios y de la plataforma marina.
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Como se puede observar en las Figuras 4.33a-b, los pirogramas a
simple vista presentan una gran similitud entre si, los resultados cuantitativos
correspondientes a todas las muestras de sedimentos estudiadas se presentan
en la Tabla 4.3.3, la abundancia relativa de cada compuesto identificado por
pirdlisis (%) ha sido calculada como el area del pico correspondiente a ese
compuesto con respecto al area total de los picos de compuestos
identificados. En la integracion se descartaron los picos no resueltos, los
correspondientes a SO2 y aquellos de area < 0,04 %.

Por otra parte para una mejor observacion de la distribucion de cada
uno de los compuestos identificados y sus familias mediante pirdlisis, en la
Figura 4.3.3c y la Tabla 4.3.3c se presenta con detalle el pirograma y los

productos de pirolisis identificados para la muestra R-25.

119



Capitulo 4: Resultados v discusion

Tabla 4.3.3: Integracion de los productos de pir6lisis y separacion por origen
del compuesto identificado

Tiempo de ¢ 4igo R/E- M-| M-| E-| E-
Compuesto oy |corigen) R-251 58 | B39 131 | 155 200 | 226
2-metilfurano 1,97 PS-1 | 1,28 1,30 1,66 | 1,05 0,43 ] 0,68] 0,86
benceno 2,28 U-1 2,22 1,56 1,77 1,92 1 1,25] 1,22 ] 2,09
2-metilbutanal 2,38 PS-2 0,79 0,34 | 0,49 | 1,09 ] 0,30 ] 0,45
2-vinylfurano 2.81 PS-3 | 0,65 0,67 | 047 [ 0,30 031 ]0427]0.,18
1-octeno 2,92 AllIn-1] 0,92 0,75 1,141 0,69 | 0,89
tolucno 3,02 U2 | 915 619 [ 7,52 [ 531 ]4.20]5,10]0,97
piridina 3,54 PR-1 | 0,97 | 0,56 0,82 ] 0,39 10,720,931 1,51
pirrol 3,76 PR-2 | 1,18 | 1,65 | 128 [ 1,42 [ 1,12 0,95] 0,83
o-Xilene 3,90 U-3 1,43 | 0,64 0,34 | 0,65 | 1,16 | 1,431 0,89
estireno 3.94 U4 | 225 1,83 [ 236 [ 155127217279
furfural 4,02 PS-4 | 1,44 1,04 0,93 | 0,81 | 1,15]1,16] 0,74
3-metil pirrol 4,20 PR-3 | 1,17 1,98 1,66 | 1,54 | 1,16 ] 1,04 | 1,96
1-deceno 4,25 AllIn-2] 1,82 2,14 1,73 2,57 1 1,951 1,66] 2,05
o-etiltolueno 4,42 U-5 0,30 | 0,20 0,30 | 0,93 | 1,88 ] 0,14
2,4dimetilfurano 4,54 PS-5 ] 0,31 0,43 0,25 | 0,89 | 8,02 ] 0,60 ] 0,36
5 metilfuran-2-ona 5,02 PS-6 | 0,22 | 0,36 0,17 ] 0,36 | 0,43 ]0,71] 0,28
2-etilpirrol 5,05 PR-4 | 0,32 | 041 0,49 0,271 0,42
3-etilpirrol 5,09 PR-5 | 0,67 1,07 0,50 | 1,35 0,251 0,60
1-undeceno 509 [Aalm-3] 1,04 121 o077 [ 157 i3] 1,10] 0091
5-metilfurfural 5,30 PS-7 | 0,34 1,03 0,55 | 1,04 | 1,15]0,55] 0,51
tolueno 5,49 U-6 | 0,53 | 0,82 0,38 | 0,59 ] 0,66 ] 0,58 ] 0,65
benzonitrilo 5,61 PR-6 | 0,90 | 1,10 0,55 | 1,02 ] 0,77 | 0,45 ] 0,64
1,3-bencenodiol 5,77 PS-8 | 0,44 | 0,62 0,39 | 0,59 ] 0,54]0,76 ] 0,41
x,X,X-trimetilpirrol 5,84 PR-7 | 0,08 0,19 0,09 0,13 ] 0,13 ] 0,24 ] 0,08
x-etil-x-metilpirrol 5,87 PR-8 | 0,33 | 0,23 0,13 | 0,34 { 0,241 0,23 0,17
benzeneacetaldehido 6,09 PS-9 0,22 1,20 | 0,66 0,29
1-dodeceno 6,24 Alln-4] 1,18 | 0,98 0,77 1 0,90 | 1,29 | 1,441 0,91
fenol 6.34 U7 | 649 7,61 [ 506 [ 6,71 671 ]7.42] 5,98
maleimida 6,52 PR-9 | 1,23 0,87 | 2,33 | 1,55 1,03
|guaiacol 6,63 LG-1 | 0,41 0,43 0,24 | 0,34 [ 0,43 0,65 0,18
o-cresol 6,91 U-8 | 0.85] 0,67 0,76 | 0,92 | 1,14 ] 1,36 ] 0,65
trideceno 7,01 Al In-5 0,09 0,09 | 0,15 { 0,35] 0,26 0,12
3-acetoxypiridina 7,13 PR-10 0,16 0,19 0,16 | 0,41 0,56 ] 0,27
piridina-carbonitrilo 7,17 PR-11] 0,43 0,81 0,54 | 0,84 | 1,03 0,73 | 0,67
p/m cresol 7,33 U-9 | 4,81 6,51 3,68 | 6,22 | 4,876,181 4,31
naftaleno 7,38 U-10 0,96
4-amino pirimidina 7,65 PR-12] 0,15 | 0,44 0,22 | 0,46 0,411 0,22
2 metil benzonitrilo 779 [PrR-13[ 099 | 1,11 [ 0,95 [0,92]067]078]1,12
3 metil benzonitrilo 7,84 PR-14 0,56 0,24 | 0,69 | 0,60 | 0,551 0,19
2.4 dimetil fenol 7.92 U-11 [ 0,50 [ 044 [ 0,33 0,59 [047]0,50]0,30
1,1dimetil indeno 8,12 U-12 | 0,27 | 0,61 0,38 | 0,64 | 0,610,391 0,34
comp. azufrado 8,27 U-13 0,19 0,19 0,18 0,22 10,391 0,37 0,13
4-etilfenol 8,43 U-14 | 0,93 1,23 0,76 | 1,40 | 1,05 | 1,35] 0,66
tetradecano 8,52 AL-1 0,42 2,09 1,35 0,22 1 0,55 0,44 ] 0,92
1-tetradeceno 8,56 AlIn-6| 0,55 | 0,56 0,37 1 0,70 0,731 0,42
1-metilnaftaleno 8,70 U-15 | 024 0,12 [ 012 [ o054 028]0,12]0,12
pirrolidin-2,5-diona 8,86 PR-15] 0,86 | 2,21 0,99 | 2,43 [1,59] 1,34 1,17
2-metil naftaleno 8,98 U-16 | 0,30 | 0,40 0,17 | 0,77 ] 0,51 ] 0,26 ] 0,22
acido 2.6-dimetilbenzoico 9.21 U-17 | 0,65 | 0,32 0,56 | 0,89 ] 0,55]0,71] 0,61
4-vinilfenol 9.8 U-18 [ 2,03 [ 006 | 1,29 [ 257 [229]2,90] 1,53
4-vinil-2-metoxifenol 9,51 LG-2 | 0,15 ] 2,45 0,671 0,16
0-aminofenol 9,57 U-19 0,06 0,18 ] 0,11 ] 0,06 | 0,05
pentadecano 9,62 AL-2 | 0,62 0,53 0,42 0,44 1 0,591 0,70 | 0,34
|-pentadeceno 970 |AlIn-7] 0,66 | 0,76 | 0,50 | 0,81 [0,65] 1,17] 0,52
isoquinolina 9,73 U-20 | 0,38 | 0,54 0,36 | 0,31 ] 0,50 | 0,42 ] 0,38
x,x-dimetilnaftaleno 9,83 U-21 | 0,29 | 0,38 0,22 | 0,50 | 0,36 | 0,32 ] 0,24
x-y-dimetilnaftaleno 10,01 U-22 |1 0,32 | 0,28 0,07 | 0,43 ] 0,24 10,141 0,12
indol 10,20 PR-16 | 0,30 1,42 0,75 | 1,37 [ 1,28 | 1,81 0,88
acetamidofurano 10,28 PS-10 0,44 0,20 | 0,60 | 0,52 ] 0,63 ] 0,28
|anhidrido oftalico 10,46 CT-1 | 1,16 0,07 ] 0,56 ] 0.15 10,13 ] 0,08
hexadecano 10,72 AL-3 | 0,28 0,71 0,35 | 0,68 | 0,66 | 0,68 | 0,43
1-hexadeceno 1085 | AlIn-8) 0,75 | 0,67 0,49 ] 0,63 ] 0,681 0,86] 0,52
2.3-dihidro-2metil-1H-Inden-1-ona] 10,89 PR-17] 0,24 | 0.16 0.12 | 0,21 10,38 0,15 0,10
x-metil-1H-Indol 10,99 PR-18 | 0.89 1,05 0.80 f 1.52 | 1.23]11.05] 1.01
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Tabla 4.3.3: Continuacion

Tiempo de| ¢, gig o R/E- M-| M-| E-| E-
Compuesto Sy | Ccrigen) R-251 58 |R-3%1 131 155 | 209 | 226
heptadecano 11,19 AL-4 0,37 0,40 0,28 1 0,61] 0,72 ] 0,51 | 0,28
1-heptadeceno 11,96 AlIn-9 | 0,64 | 0,76 | 0,44 ] 0,80 0,76 | 0,86 | 0,50
dcido 2-cianobenzoico 12,00 PR-19 1,60 1,53 1,37 12,091 0,92 | 0,45 | 1,62
4,6-dimetilbenzotriazol 12,58 CT-2 0,18 0,22 | 0,27 1 0,39] 0,36 | 0,36 | 0,23
octadecano 12,80 AL-3 0,36 | 0,38 | 0,25 | 0,46 | 0,51 ] 0,39 | 0,40
1-octadeceno 13,035 |AlIn-10] 0,70 | 0,74 | 0,49 [ 0,68 0,60 [ 0,88 ] 0,64
acido indol-2-carboxilico 13,08 PR-20 | 0,12 | 0,24 | 0,10 | 0,35] 0,36 ] 0,38 ] 0,15
uncecilbenceno 13,30 CT-3 0,29 0,30 | 0,17 1 0,35] 0,30 | 0,35 ] 0,20
dodecanitrilo 13,47 ART-1] 0,13 | 0,46 | 0,25 ]0,39] 0,35 ] 0,24 0,32
acido pentadecanoico 13,51 AG-1 0,18 0,17 | 0,09
nonadecano 13,67 AL-6 0,26 0,28 0,23 10,35] 0,38 ] 0,58 | 0,26
1-nonadeceno 14,06 Alln-11] 0,46 0,39 0,76 | 0,45 0,43 ] 0,66 | 0,25
fenoxifenol 14,10 LG-3 1,41 1,34 1 0,15 ] 1,40 1,47 | 1,64 ] 0,92
docecilbenceno 14,46 CT-4 0,17 0,24 | 0,51 | 0,27] 0,28 | 0,22| 0,20
2-octilfurano 14,52 PS-11 | 0,57 ] 0,53 | 0,32 10,33 0,37 | 0,40 | 0,58
eicosano 14,60 AL-7 0,75 0,41 0,43 ]10,37] 0,47 | 1,11 0,45
1-cicoseno 15,04 | AlIn-12f 0,62 | 0,55 | 0,18 | 0,61 0,56 | 0,89 | 0,47
2-nonadecanona 15,08 U-23 0,25 0,24 0,33 | 0,61 | 0,20
ester fenilbutanoico 15,15 LG-4 0,26 0,43 0,24 10,56| 0,45 ] 0,56 | 0,24
ftalato 15,34 CT-5 0,10 | 0,17 0,19 0,14 | 0,22
hexadecanonitrilo 15,59 ART-2 | 0,48 1,01 0,86 10,751 0,69 ] 0,73 | 1,01
ester fenilpentanoico 15,67 LG-5 0,34 0,171 0,30 ] 0,31 0,13
hencicosano 15.86 AL-8 | 0,50 | 0,55 [ 0,25 [0,61]0.61]1,02] 0,26
1-heneicoseno 1598 | AlIn-13| 0,49 | 0,35 | 0,23 | 0,39 0,34 | 0,68 | 0,27
acido palmitico 16,02 AG-2 1,09 | 0,35 | 0,15 0,07 0,54 | 1,53 | 0,22
2-(1hexenil)-tiofeno 16,34 U-24 0,11 0,19 0,10 ] 0,20] 0,22 1 0,18 | 0,14
docosano 16,80 AL-9 0,43 ] 0,50 | 0,24 | 0,41 0,65 0,74 0,31
1-docoseno 1687 |AlIn-13] 0,82 | 054 [ 039 [0,53]0,52]1,18] 0,47
acido estedrico 16,92 AG-3 0,16 | 0,19 | 0,14 | 0,16 0,18 ] 0,30 0,15
cicloglicilvalina 16,98 PR-21 | 0,03 | 0,00 | 0,04 J0,04] 0,06 0,11
nonadecanamida 17,03 PR-22 0,14 0,14 0,08 | 0,21] 0,16 | 0,25 | 0,09
3,5-dimetoxi phenol 17,16 LG-6 | 0,12 | 0,18 [o,12[o,15] 0,170,227 0,10
pentadecil-benceno 17,24 CT -6 0,28 0,21 0,30 | 0,26 | 0,24 ] 0,26 | 0,26
octadecanonitrilo 17,42 ART-3 | 0,28 0,47 0,43 10,56] 0,46 | 0,46 | 0,52
tricosano 17,55 AL-10 | 0,28 0,22 0,18 1 0,25] 0,29 ] 0,55 0,22
1-tricoseno 1773 | AlIn-14] 0,47 | 0,43 ] 0,29 10,35] 0,43 ]0,92] 0,32
ciclo (L-prolil-L-prolil) 17,78 PR-23 | 0,45 ] 0,88 | 0,35 [ 1,03f 0,88 | 0,99 | 0,38
nonadecanonitrilo 17,86 ART-4 ] 0,18 | 0,10 | 0,05 ]0,10] 0,12 ] 0,13 ] 0,06
tetracosano 18,43 AL-11 | 0,58 | 0,16 | 0,09 | 0,12 0,22 | 0,38 | 0,13
1 -tetracoseno 18,55 |AlIn-15] 027 | 039 [ 023 [0,35] 0,46 [0,84] 0,28
acido araquidico 18,61 AG-4 | 0,00 | 0,24 | 0,00 | 0,22 0,27 | 0,13 { 0,13
cicosanodecanamida 18,66 PR-24 | 0,29 0,18 | 0,23 10,16 ] 0,21 0,25
nonadecanitrilo 18,95 ART-5 0,14 ] 0,46 ] 0,29 0,21
pentacosano 1928 | AL-12 | 0,16 | 0,16 | 0,00 [0,24] 0,24 0,487 0,16
1-pentacoseno 19,35 AlIn-16] 0,27 0,28 0,19 10,391 0,24 ] 0,95 0,20
dcido heneicosanoico 19,40 AG-5 0,051 0,07
hexacosano 19,51 AL-13 0,22 0,23 0,15 ]10,27] 0,24 ] 0,59 | 0,19
1-hexacoseno 20,11 AlIn-17] 0,27 0,24 0,11 ]10,24] 0,26 | 0,56 | 0,14
4acido behénico 20,17 AG-6 | 0,07 0,06 | 0,06 0,08 | 0,23
heptacosano 20,20 AL-14 | 0,39 | 0,38 | 0,28 ] 0,56 | 0,42 | 0,70 | 0,34
1-heptacoseno 20,86 Al In-18] 0,24 0,26 0,13 10,24] 0,25 ] 0,24 0,13
4dcido tricosanoico 20,91 AG-7 0,07 | 0,05 | 0,05
octacosano 20,94 AL-15 0,21 0,21 0,08 ] 0,23] 0,22 ] 041 0,09
1-octacoseno 2157 |Alln-19] 026 | 044 [ 0,19 [0.25]0,32]0,55] 0,20
acido lignocérico 21,62 AG-8 0,15 0,07 | 0,11 ] 0,05
21-nor-5-a-colest-24-eno 21,66 AG-9 0,05 0,08 | 0,16 | 0,06
nonacosano 21,90 AL-16 | 0,18 0,19 0,07 ] 0,13] 0,21 ] 0,43 | 0,09
1-nonacoseno 22,29 Al In-20] 0,07 0,45 0,22 10,26 0,27 ] 0,54 | 0,31
acido pentacosanoico 22,34 AG-10 0,09 | 0,03
triacontano 22,39 AL-17 | 0.18 0,11 0,04 0.10 | 0,23 | 0,07
1-triaconteno 22,46 | AlIn-21] 0,11 0,08 | 0,04 0,10 ] 0,28 10,12
dcido hexacosanoico 23,10 AG-11 0,07 0,07 0,09 0,07 | 0,22 | 0,09
henetriacontano 23,18 AL-18 | 0,09 0,13 0,07 0,14 1 0.36 | 0,06
1-henetriaconteno 23,26 Al In-22] 0,08 0,20 0,16 0,07 | 0,18 ] 0,17
4dcido octacosanoico 24,03 AG-12 0,10 | 0,11 ] 0,13
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Figura 4.3.3c: Cromatograma de ion total de los productos de pirdlisis de la muestra R-25
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Tabla 4.3.3c: Lista de compuestos numerados correspondiente al cromatograma de ion total de los productos de
pirdlisis de la muestra R-25

N° Compuesto N° Compuesto N° Compuesto N° Compuesto N° Compuesto

1 2-metilfurano 14 2-etil-1-H-pirrol 27 2-metilbenzonitrilo 40 anhidrido oftalico 53 hexadecanitrilo

2 benceno 15 5-metilfurfural 28 2,4-dimetilfenol 41 23-dihidro-2-metil-1-indenon: 54 2-(1hexenil)tiofeno
3 2-vinilfurano 16 benzonitrilo 29 1,1-dimetil-1H-indeno 42 x-metil-1H-indol 55 cicloglicilvalina

4 tolueno 17 1,3-bencenodiol 30 4-etilfenol 43 4cido 2-cianobenzoico 56 nonadecanamida

5 piridina 18 xxx-trimetilpirrol 31 1-metilnaftaleno 44 4 6-dimetilbenzotriazol 57 3,5-dimetoxifenol

6 1-H-pirrol 19 x-etil-x-metilpirrol ~ 32 2,5-pirrolidinadiona 45 4cido 2-indolcarboxilico 58 pentadecilbenceno
7 o-xileno 20 fenol 33 2-metilnaftaleno 46 undecilbenceno 59 octadecanitrilo

8 estireno 21 maleimida 34 4cido 2,6-dimetilbenzoico 47 dodecanitrilo 60 ciclo L-prolil-L-prolil
9 furfural 22 guaiacol 35 4-vinilfenol 48 fenolfenoxi 61 nonadecanonitrilo
10 3-metil-1-H-pirrol 23 o-cresol 36 4-vinil-2-metoxifenol 49 dodecilbenceno 62 eicosano decanamida
11 o -etiltolueno 24 piridinacarbonitrilo 37 isoquinolina 50 2-octilfurano

12 2,4-dimetilfurano 25 p/m-cresol 38 x,x-dimetilnaftaleno 51 2-nonadecanona

13 5-metil-2-furanona 26 4-aminopiridina 39 [H-indol 52 4cido butanoico fenilester
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Como se puede observar en la figura anterior, el sedimento R-25
libera por pirolisis dos series de productos de pirodlisis bien definidos como
son los dobletes alcanos/alquenos (Cs-Cs;) y los acidos grasos. La presencia
de estos dobletes en el sedimento sugiere la existencia de un importante
dominio alquilico (o una fraccion alquilica facilmente pirolizable) en la MO
de los sedimentos del area de estudio. Los pares alcanos/alquenos también
han sido detectados como tipicos productos de la pirdlisis de AH (Tissot y
Welte, 1984; Saiz-Jiménez y de Leeuw, 1987), asi como de biopolimeros
alifaticos no saponificables altamente resistentes y recalcitrantes presentes
en cuticulas de plantas actuales y fosiles (Nip et al., 1986a,b), y en las
paredes celulares de algas (Largeau et al., 1986; Augris et al., 1998).

Una caracteristica comun a todos los pirogramas y que se refleja en
las Figura 4.3.3a-b es la presencia de 2 picos de SO, con una abundancia
relativa muy elevada. Exceptuando estos compuestos, los productos de
pirdlisis mas abundantes (en todos los pirogramas de las muestras de
sedimentos) son los compuestos aromaticos Tolueno, Fenol y p/m-Cresol,
que corresponden a los picos 4, 20 y 25 respectivamente.

En conjunto, se han identificado 129 compuestos diferentes, que se
muestran en la Tabla 4.3.3, la mayoria similares a los encontrados por otros
autores en trabajos recientes (Coban-Yildiz et al., 2000 a,b; Deshmuck et al.,
2001; Ergin et al., 1996; Fabbri et al., 1998; Fabbri et al., 2005; Gonzalez-
Vila et al., 2001a;b, y referencias incluidas en los mismos). Los compuestos
se han agrupado en familias en funcion de su precursor bioldgico, asi por
ejemplo los furanos, son productos tipicos de la degradacion térmica de
carbohidratos y polisacaridos en general (PS), mientras benzonitrilos,
indoles, metil-indoles proceden de aminoacidos aromaticos (triptofano,
fenilalanina) y son indicadores de material de origen proteico (PR). Son

comunes algunos compuestos de origen terrestre con estructura Guayacilo y
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Syringilo que se atribuyen a la degradacion aerdbica de compuestos
derivados de la lignina (LG).

Alquilbencenos y ftalatos en general se han considerado
provenientes de contaminantes (CT), mientras que la mayoria de los
hidrocarburos aromaticos y fenoles no poseen un origen biogénico Unico
(U). Se identificaron asi mismo compuestos de origen lipidico,
diferenciandolos entre derivados de acidos grasos (AG), alcanos (AL) y
alquenos (AL In), por ultimo se detectaron algunos compuestos que podrian
ser considerados como artefactos (ART) inherentes al proceso de pirdlisis,
como pueden ser los alcanonitrilos.

En la Tabla 4.3.3d se presentan los resultados de la integracion de
compuestos identificados por pirdlisis, agrupados en las familias
mencionadas anteriormente.

La resolucion espectral varid sensiblemente de unas muestras a
otras, asi para la muestra E-209 se identificaron mas del 92 % de los picos
aparecidos, mientras que en la muestra R-39 solo pudieron identificarse poco
mas del 64 %.

El grupo mas abundante de compuestos identificados es el de
aquellos sin un origen Unico o sin origen especifico (U) en el que se
encontraron 24 compuestos diferentes, destacando en numero y contenido
los hidrocarburos aromaticos tales como el benceno y los fenoles no
ligninicos.

El siguiente grupo por orden de abundancia es el formado por
alcanos y alquenos (AL + AL In), cuya presencia varia entre el 21 % en la
muestra M-131 y mas del 30 % en la muestra E-209. Se identificaron 18
alcanos (Cy4-Cs3;) y 23 alquenos diferentes entre Cg y Cs;, siendo estos
ultimos mas abundantes en todas las muestras, como indica la razon AL /AL

In. En general son mas abundantes los homologos de menor peso molecular
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(<Cy). Su presencia es sensiblemente mas baja en las muestras mas alejadas
de la costa, tendencia que puede estar influenciada por multiples factores que
afectan de forma significativa a los marcadores de origen lipidico (Colombo
et al., 1997; Keil et al., 1998; Grossi et al., 2003).

Tabla 4.3.3d: Valores globales de la integracion de compuestos
identificados por pirolisis analitica (%)

Tipo de - R/E- M- | M- E- E-
compuesto | C09180 [ R-25 1 ot | R-39 1130 | yss | 209 | 226
Polisacaridos PS | 665/ 842 | 8,53 | 8,57 |1648] 6,71 | 7.47

Sin origen énico | U | 43,54| 36,27 | 41,48 | 38,57 | 34,85 | 36,58 | 36,73

Proteinas PR 16,86 21,09 [ 20,70 | 23,47 | 17,38 [ 15,03 | 23,16
Contaminantes CT 2,75 | 1,32 | 2,04 | 2,26 | 1,65 | 1,66 | 1,47

Lignina LG |297] 6,03 | 1,15 ] 2,92 | 3,18 | 437 | 2,63
Alcanos + AL* 193971 23.50 | 22,35 | 21,05 | 22,50 | 30.65 | 23.88
Alquenos AL In
. AL/

Ratio (AL/ AL In) | 1"/ | 0.49 | 0,61 | 0,51 | 046 | 0,56 | 0,57 | 0,46
Acidos grasos AG 195 099 | 1,05 | 0,64 | 1,81 | 3,31 | 1,43
Artefactos ART | 135 238 | 2,69 | 2,52 | 2,16 | 1,69 | 3,23

% Compuestos identificados | 79,17 | 85,74 | 64,46 | 89,46 | 89,04 | 92,74 | 66,22
Resultados en %; Valores relativos normalizados al 100%

Esta divergencia de resultados nos da una idea de la complejidad y
variedad de procesos diferentes que pueden estar interactuando entre si, y
que hacen cada escenario de estudio diferente del resto.

En cuanto a las muestras de origen proteico (PR), se identificaron 24
compuestos diferentes, siendo los mas abundantes los derivados del pirrol.
La muestra mas rica en este tipo de compuestos fue la M-131 con mas del 23
%, resultado que cabria esperar si tenemos en cuenta que los marcadores
proteicos, son representativos del “inpur” de MO de microorganismos
acuaticos, debido a la baja abundancia relativa de proteinas en plantas

terrestres superiores (Fabbri et al., 2005). Por el contrario la muestra M-155
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presenta un contenido relativo en compuestos proteicos pirolizados muy
inferior, lo que podria indicar una mayor contribucion relativa de MO de
origen terrestre.

Los acidos grasos (AG) estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza y se han utilizado como marcadores biologicos en todo tipo de
sedimentos para inferir la contribucidon de organismos especificos (Johns et
al., 1966; Cranwell, 1973). En este grupo se identificaron 12 compuestos,
entre ellos 11 acidos grasos saturados de cadena lineal (C;5-Cyg) siendo los
de cadena corta (< Cy,) y de entre ellos el palmitico (Ci¢) los que presentan
una mayor abundancia relativa, este resultado podrd indicar una mayor
contribucién global de MO procedente de algas y microorganismos
(Volkman et al., 1980; Kawamura e Ishiwatari, 1984). La muestra E-209
mostré la mayor riqueza en compuestos de este grupo, resultado que
contribuiria también a la idea de un menor grado de alteracion en la misma.

Se encontraron 6 compuestos derivados de la lignina (LG), siendo la
muestra R/E-28 (situada en la desembocadura del rio Odiel) la mas rica en
este tipo de compuestos. No obstante, si tenemos en cuenta la transformacion
que los grupos metoxilo sufren durante la pirdlisis analitica, seria necesario
proteger este grupo funcional para poder hacer una identificacion efectiva de
los productos derivados de la lignina mediante pirdlisis analitica, este
proceso, que implica la metilacion de las muestras con hidroxido de
tetrametilamonio (TMAH), se aplicara posteriormente en el apartado 4.3 de
este Capitulo a las formas de MOR aisladas de los sedimentos marinos.

Se han identificado 11 compuestos derivados de polisacaridos (PS),
destacando la presencia de furfural, siendo su abundancia sensiblemente
mayor en las muestras mas alejadas de la costa (M-131 y M-155).

Se encontraron 6 compuestos susceptibles de tener una procedencia

de origen antrépico como pueden ser derivados plasticos y aditivos
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industriales, que hemos considerado como contaminantes del entorno (CT).
Las series mas abundantes son alquilbencenos (tipicos componentes de
detergentes) que son mas abundantes en la muestra R-25 que esta situada
junto al puerto de Huelva, aunque fueron detectados en todas las muestras
estudiadas.

También se detectaron en todas las muestras artefactos tipicos de la
pirdlisis (ART), como los alcanonitrilos. Algunas particularidades relevantes
del comportamiento pirolitico de las muestras se resume a continuacion:

La muestra R-25 situada en el puerto de Huelva, posee el mayor
contenido en estireno con un 2,25 % (ver Tabla 4.3.3), este compuesto es
considerado generalmente de origen antropogénico, (residuos de
poliestireno), lo que podria indicar la presencia de contaminantes plasticos
en la zona. Por otro lado, el hecho de que se haya encontrado estireno como
marcador de compuestos tipicos de lignina degradada y como producto
tipico de la pirdlisis de turba (van Smeerdijk y Boon, 1987) nos llevd a
excluirlo del grupo de contaminantes (CT). Incluso haciendo esta exclusion
la muestra R-25 sigue presentando los valores relativos mas elevados en
contenido de CT, y en compuestos aromaticos sin origen biogénico Unico
(U), lo que indica una elevada presencia de contaminantes antropogénicos y
hace que esa muestra sea susceptible de poseer un elevado contenido en
MOR aromatica, en la que estaria incluida el BC.

La muestra R-39 localizada en el Rio Tinto, posee los contenidos
mas bajos en compuestos de origen lipidico (AG + AL +AL In) y en
compuestos protéicos, valores que podrian indicar una menor contribucion
(input) de MO de origen marino a este entorno, y una mayor alteracion de la
MO, si tenemos en cuenta su bajo contenido en TOC, en torno al 1 % (Tabla
4.3.1), el elevado contenido en S y las drasticas condiciones (pH acido,

elevada presencia de metales pesados, etc., etc.), que tienen lugar en el Rio
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Tinto, otra posible explicacion seria la escasa capacidad productiva de los
microorganismos del entorno o incluso la falta de organismos productores,
que habria que confirmar mediante estudios microbioldgicos en la zona.

La muestra E-209, situada en el estuario del Rio Guadiana, libera
por pirolisis el mayor contenido y variedad de compuestos de origen lipidico
(AG + AL +AL In), pudiendo indicar una doble contribucion de MO (marina
+ terrestre), ademas presenta el mayor contenido en alcanos y alquenos
(superior al 30 %) de todas las muestras, resultado que podria indicar un
menor grado de biodegradacion, o una mayor deposicion de MO reciente,
probablemente favorecido por la localizacion estuarina de la muestra.

La muestra M-131, localizada en la plataforma marina, contiene los
valores mas elevados de PS y PR, tipicos de MO procedente de organismos
acuaticos. Los resultados de los productos liberados en la pirdlisis de los
sedimentos M-155, R/E-28 y E-226, mostrados globalmente en la Tabla
43.3d, no permiten diferenciar con claridad un comportamiento
caracteristico o diferenciado para los mismos, lo que contribuye a la idea de

la complejidad y variedad de mecanismos que interactiian en la zona.

4.3.3.2 Resonancia Magnética nuclear (CP MAS "*C NMR)

Los espectros de °C NMR en estado sélido de los sedimentos
después de ser tratados con HF al 10% (Schmidt et al., 1997) se presentan
en la Figura 4.3.3d., mientras que la Tabla 4.3.3d muestra los valores de
integracion (%) correspondientes a las principales regiones de los espectros

de >C NMR en los sedimentos.
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Figura 4.3.3d: Espectros de >C NMR (CP MAS) de sedimentos
desmineralizados
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Tabla 4.3.3d: Integracion (%) de las principales regiones de los
espectros de C NMR en sedimentos desmineralizados y relaciones
entre areas de las principales regiones

Regiéon Region Region

Region 185- 160- 140- Regién Region Region o-

Muestra  245- 160 140 110 110-60 60-45 45-0 AVAI Al/Ar

185 ppm ppm ppm ppm ppm ppm

ppm
R-25 293 10,35 10,33 3836 14,50 5,65 17,87 | 1,13 0,37
R/E-28 397 12,95 7,06 17,04 1924 948 30,26 | 0,95 1,26
R-35 3,15 12,69 551 1521 19,08 9,67 34,70 | 0,83 1,67
R-39 334 1233 694 18,69 18,77 933 30,59 {092 1,19
E-40 392 12,10 6,73 16,63 1894 931 32,37 | 0,87 1,39

E-202 3,78 11,94 554 1536 23,07 941 30,89 | 1,05 1,48
E-209 539 11,60 7,60 16,97 22,77 9,11 26,55 | 1,20 1,08
R/E-211 488 12,61 7,39 16,86 21,20 940 27,65 | 1,11 1,14
E-213 2,39 10,09 7,21 18,52 23,25 10,53 28,02 | 1,21 1,09
E-218 336 11,56 544 13,65 26,60 10,45 28,93 | 1,28 1,52
E-226 375 11,46 5,78 1592 2581 9,77 2752 | 1,29 1,27

M-131 330 11,62 6,38 15,84 22,53 9,53 30,78 | 1,04 1,39
M-155 473 12,56 6,37 16,25 21,76 9,03 29,29 | 1,05 1,29

Al= C alquilico (0-45 ppm); O-Al= C O-alquilico (45-90 ppm); Ar= C aromatico (110-
160 ppm)

Aunque no se observan grandes diferencias en general entre los
espectros NMR "°C de las muestras estudiadas, si se observan algunos
comportamientos especificos destacables.

La senal de C en la region alquilica (0-45 ppm) puede provenir de
hidrocarburos saturados, acidos grasos, ceras, resinas, cutinas suberinas,
sustituyentes alquilicos de compuestos aromaticos, grupos alquilos en
aminoacidos, etc, compuestos habituales en sedimentos, pero a esta region
también puede contribuir la MO de biopolimeros insolubles, no hidrolizables
altamente alifaticos, que estan presentes en diversas algas y plantas
superiores (Nip et al., 1986a, b; 1986; Tegelaar et al., 1989b; de Leeuw et

al., 1991) cuya presencia seria muy importante de cara a la caracterizacion
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de las formas de MOR en sedimentos marinos del area estudiada. Esta banda
domina en general todos los espectros de los sedimentos marinos estudiados,
a excepcion de la muestra R-25 dominada por la presencia de la sefal de C
aromatico (C,,).

En la region O-alquilica del espectro (45-110 ppm) aparecen las
sefiales procedentes de los C de carbohidratos. La sefial mayoritaria se
encuentra en la region 60-90 ppm (centrada a 73 ppm) y podria corresponder
a alcoholes secundarios y primarios de carbohidratos. En la region 46-60
ppm (centrada a 56 ppm) existe un solapamiento de sefiales correspondientes
al C de grupos metoxilos y el C, de aminoacidos. En la region entre 90-110
ppm (centrada en 103 ppm) también se solapan sefiales, las procedentes del
C anomérico (C;) de los carbohidratos y las correspondientes a los C
cuaternarios (C,,) de taninos condensados (Preston, 1996). Como se observa
en la Tabla 4.1.3f, la contribucion del carbono O-alquilico es sensiblemente
mayor en la zona estuarina de los rio Piedras y Guadiana (muestras R/E-211,
E-213 y E-226) que en las zonas del Tinto y el Odiel (R-25, R/E-28, R-35,
R-39, R-40).

En la zona del espectro entre 110-160 ppm que corresponde a la
region aromatica, aparecen las sefiales correspondientes a C,-H y a C,,
sustituidos por grupos alquilicos (pico centrado en 133 ppm) y C,
heterosustituidos (140-160 ppm). Se observa en todas las muestras una
contribucion destacada de estructuras de C derivadas de la lignina, aunque se
hace mas destacada en las muestras R/E-28 y especialmente R-25,
observandose picos entre 145-150 ppm procedentes de los C; y C4 en
estructuras tipo Guayacilo, entre 150-153 ppm procedentes de los C; y Cs en
estructuras de tipo Syringilo, alrededor de 135 ppm procedentes de C,; alquil
sustituido y proximos a 120 ppm el resto de los C aromaticos (Maciel et al.,

1981). La contribucidon de C aromadtico es notablemente mayor en la muestra
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R-25 (> 48%) y se encuentra en todas las muestras en valores similares
(excepto en R-25) y significativos, siempre por encima del 18 %.

La region de C carbonilicos, C de aldehidos y cetonas (region > 160
ppm) no presenta gran variabilidad permaneciendo en torno al 15%, es de
escasa intensidad en los espectros. Aparece en el espectro como un pico
relativamente agudo y no es posible distinguir entre la contribucion de las
amidas y los acidos carboxilicos. Los aldehidos y las cetonas aparecen como
sefiales de poca intensidad cercanas a 200 ppm.

La relacion O-Al/Al, propuesta por Baldock et al. (1997) nos
indicaria el grado de biodegradacion de carbohidratos o su degradacion de
forma preferencial respecto a las biomacromoléculas lipidicas, indicando una
mayor degradacion de este tipo de compuestos en las muestras situadas en el
entorno de los rios Tinto y Odiel, observandose los valores més bajos en las
muestras R/E-28, R-35, R-39 y R-40, y una mejor preservacion de los
carbohidratos en las muestras pertenecientes al estuario del Guadiana
(muestras E-209, E-218 y E-226). Los valores de la relacion Al/Ar por su
parte (>1) nos indican un elevado grado de alifaticidad en la mayoria de las
muestras estudiadas, a excepcion de la muestra R-25 situada en el puerto de
Huelva. Estos datos confirmarian los resultados obtenidos mediante pir6lisis
analitica en cuanto al grado de biodegradacion de las muestras y Ia

alifaticidad de las mismas.

4.4 CARACTERIZACION DE FORMAS DE MATERIA
ORGANICA REFRACTARIA AISLADAS DE LOS
SEDIMENTOS

Las formas de MOR procedentes de sedimentos representativos se

aislaron mediante un proceso que incluia la extraccion secuencial del
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material lipidico, las sustancias himicas y la fraccion mineral del sedimento,
siguiendo el esquema que se mostrd en la Figura 3.3.3, y cuyos detalles
técnicos quedaron recogidos en el tercer Capitulo, a continuacion se recogen
los analisis y resultados que fueron practicados sobre estas formas de MOR

aisladas.

4.4.1 Analisis Elemental

La Tabla 4.4.1 recoge los resultados del analisis elemental (Cy N) y
la relacion C/N medidos sobre la MOR aislada de sedimentos
representativos del area de estudio.

Tabla 4.4.1: Analisis elemental (C y N) y ratio C/N en MOR
procedente de sedimentos

MOR  C (%) N (%) C/Nuor C/N,
R-25 543 0,20 27,2 13,6
R-39 0,83 0,07 11,9 13,0
E-209 0,68 0,07 9,7 4.8
E-218 1,14 0,11 10,4 8,8
E-226 0,93 0,11 8,5 8,9
M-155 3,45 0,25 13,8 73

C/NyMedido en sedimento bruto; C/Ny;or Medido sobre MOR aislada

Los resultados del analisis elemental muestran que la extraccion
secuencial afecté de formas muy diversas a cada muestra. Asi, en términos
absolutos, las muestras R-39, E-209, E-218 y E-226 disminuyeron su
contenido en N y TOC, aunque no todas en la misma medida, ya que
mientras en las muestras R-39 y E-226 se producia una disminucion de la
razéon C/N que podria indicar una degradacion mas acusada de la MO de
origen terrestre, en las muestras E-209 y E-218 el ratio C/N evolucion6 de

forma inversa indicando quizas una mayor labilidad en la MO marina de
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estas muestras (Meyers, 1984). La MOR de las muestras R-25 y M-155
respecto a la muestra bruta original enriquecié notablemente su contenido en
C y N, si bien el valor C/Nyor en la muestra R-25 (27,2) mostré una

naturaleza inequivocamente terrestre.

4.4.2 Analisis Termogravimétrico (TG-DSC)

La aplicacion del andlisis termogravimétrico (TG-DSC) a MOR
aislada de sedimentos tenia como mision principal demostrar la
refractoricidad térmica de este material y discernir la existencia de posibles
diferencias en la naturaleza de la MOR aislada dependiendo del origen de la
muestra.

La Figura 4.4.2 muestra el resultado de los andlisis

termogravimétricos (TG-DSC) a MOR aisladas a partir de sedimentos

brutos.
R-25 —
DSC (uv/mg) E-226~- - - TG (%)
exof
4.0 ) M-155 100
3.0 98
196
2.0 “log
1.0 ~wdh g2
0 90
88

100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura °C

Figura 4.4.2: TG-DSC aplicado a MOR aislada
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En la Figura 4.4.2 se observa como la descomposicion térmica de las
muestras se inicia en el intervalo de temperaturas 380-400 °C,
demostrandose asi la elevada recalcitrancia del material aislado. Aunque las
pérdidas de peso (TG) muestran sensibles diferencias (4 al 12 % del peso
total), los perfiles que siguen (DSC) son practicamente idénticos, por lo que
no es posible discernir diferencias en la naturaleza de la MOR de las

muestras estudiadas mediante estas técnicas.

4.4.3 Pirdlisis Cromatografia de Gases/Espectrometria de masas (Py-

GC/MS) en formas de materia organica refractaria

La pirolisis analitica ya ha sido anteriormente aplicada a la
caracterizacion de MOR aislada de matrices naturales complejas, tales como
suelos (Quénéa et al., 2005; Poirier et al., 2000; 2003; Kégel-Knabner, 2000)
y sedimentos (Simpson et al., 2005; Nguyen et al., 2003; Zang y Hatcher,
2003; Freudenthal et al., 2001; Zegouagh et al., 1999). Las Figuras 4.4.3 (a,b
y ¢) muestran los cromatogramas de ion total (TIC) de los productos de
pirdlisis de muestras representativas de cada escenario estudiado.

Segun se observa en las Figuras 4.4.3 a, b y ¢, los productos de
pirdlisis liberados son series de pares n-alcano/alqueno (C;-Cs;), ésteres
metilicos de acidos grasos (C;o-Cy) (FAMEs), algunos compuestos
aromaticos derivados del benceno (fenoles y bencenos alquil-sustituidos
fundamentalmente) y un grupo muy reducido de hidrocarburos aromaticos

policiclicos (PAHs, derivados del naftaleno y antraceno).
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Figura 4.4.3 a/b/c: Cromatograma de ién total de los productos de
pirdlisis (pirogramas) de MOR de sedimentos procedentes de
sedimentos fluviales (a), estuarinos (b) y marinos (c)

Los pirogramas de la MOR muestran notables diferencias respecto a
los obtenidos a partir de la Py directa de los sedimentos desmineralizados,
las mas importantes son:

1. Sensible reduccion en el numero de compuestos pirolizables.

2. Desaparicion de los compuestos derivados de polisacaridos.
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3. Disminucion drastica de los compuestos de origen peptidico.
4, Dominio de los compuestos alquilicos en la MOR.

Estos cambios parecen indicar que durante el procedimiento
secuencial de aislamiento de MOR se ha preservado la fraccion alquilica de
la oxidacion quimica, mientras que polisacaridos y compuestos peptidicos
labiles se oxidan. No obstante, estos resultados deben tomarse con cautela,
ya que la fraccion de compuestos pirolizables y susceptibles de ser
posteriormente identificados, como hemos sefialado con anterioridad, no es
constante en cada muestra y puede existir una importante fraccion de MO
“invisible” para la pir6lisis analitica.

Por ultimo, si comparamos los pirogramas obtenidos sobre la MOR
procedente de los tres escenarios estudiados, observamos que aparecen pocas
diferencias en el contenido en compuestos aromaticos, que son mas
abundantes en la MOR fluvial, existe ademas una mayor riqueza y variedad
en las series de alcanos/alquenos y FAMES en la MOR marina, series muy
caracteristicas de biomacromoléculas alifaticas derivadas de cutina, suberina,
algas y macromoléculas microbianas en suelos y sedimentos (Hatcher y

Spiker, 1988; Tegelaar et al., 1989).

4.4.4 Resonancia Magnética Nuclear (CP MAS) *C NMR en MOR

La "“C-NMR también ha sido ampliamente utilizada para la
caracterizacion de formas de MOR en suelos y sedimentos en los ultimos
afios (Quénéa et al., 2005; Nguyen et al., 2003; Zang et al., 2003; Zang y
Hatcher, 2002; Knicker y Hatcher, 2001), siendo de especial relevancia los
estudios destinados a la comprension de los mecanismos y procesos
envueltos en la estabilizacion de N y C (Knicker y Hatcher, 1997; Hedges y
Keil, 1995; Nguyen y Harvey, 2001).
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Los espectros de NMR "C de MOR representativas aisladas de

muestras fluviales, estuarinas y marinas del area de estudio estan recogidos

en la Figura 4.4.4. Hay que sefialar que no se pudieron realizar los espectros

de algunas muestras de MOR estudiadas, ya que su bajo contenido en C

impidié obtenerlos con una resolucion aceptable. Los espectros obtenidos

para MOR estuarina y marina son similares a otros publicados recientemente

(Zegouagh et al., 1999).

Figura

NMR “C de muestras de T

MOR

a) MOR fluvial

b) MOR estuarina

¢) MOR marina

44.4: (CP MAS)

300 200 100 O -100
ppm

Las caracteristicas mas destacadas de los espectros de NMR "C de

MOR en comparacion con los sedimentos brutos son (comparar Fig. 4.4.4

Vs Fig. 4.3.3f):

1)

2)

Reduccion general de la sefial C O-alquilica del espectro (45-110
ppm) correspondiente a los C de carbohidratos.

Notable disminucion de la sefial C-alquilica (0-45 ppm) del espectro
en la MOR fluvial, sefial correspondiente a hidrocarburos lineales

saturados, 4acidos grasos, ceras, resinas, cutinas suberinas,
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sustituyentes alquilicos de compuestos aromaticos, grupos alquilo

en aminoacidos, que pueden proceder de la degradacion de

microorganismos, algas y/o vegetales superiores. Esta sefial se
mantiene en la MOR estuarina y aumenta considerablemente en la

ROM de la plataforma marina, resultado que podria indicar una

elevada refractoriedad de la MO alifatica en determinados

sedimentos marinos.
3) Al contrario que lo ocurrido en la MOR marina, en la MOR fluvial
se mantiene la sefal correspondiente a C aromatico (110-160 ppm)

(Fig. 4.4.4a), indicando posiblemente un contenido importante de

BC en este escenario.

Numerosos estudios espectroscopicos ya habian sefialado que la MO
sedimentaria contiene estructuras alifaticas asociadas a carbohidratos,
proteinas y grupos funcionales carboxilicos (Hertkorn et al., 2006;
Deshmukh et al., 2001; Zegouagh et al., 1999; Ergin et al., 1996; Peulve et
al., 1996; Hatcher et al., 1980; 1983). Los resultados de estos estudios
sugieren que la composicion de la MO sedimentaria tiene una gran relacion
con la fuente de la misma, asi tal y como ocurre en general con nuestras
muestras, la MO mostrara alta alifaticidad en sistemas de elevada riqueza en
algas, mientras que crecera la aromaticidad en sistemas con un “input”
substancial de MO terrestre, especialmente debido a la presencia de material
derivado de la lignina. En nuestro caso ademas esta MOR de naturaleza
alifatica es mayoritaria en ciertas muestras (las mas alejadas de la costa).

Previsiblemente se trata de biomacromoléculas alifaticas no
hidrolizables producidas por microalgas (algeenanos) o macromoléculas tipo
melanoidina formadas a partir de la condensacion de material protéico
degradado, y posiblemente también haya contribuido un aporte reciente de

material lipidico procedente de algas, en general este material posee baja
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biodisponibilidad, elevada refractoriedad y contribuiria significativamente a
la MO sedimentaria (Tegelaar et al., 1989; Gelin et al., 1996). Esta MOR
probablemente se ha formado mediante el clasico mecanismo de
degradacion-recondensacion descrito por Tissot y Welte (1984) y/o el
mecanismo de preservacion via proteccion por adsorcion a la fraccion
mineral (Keil et al., 1994a,b; Mayer, 1994; Hedges y Keil, 1995), también se
ha demostrado recientemente que la proteccion mediante este mecanismo
llamado de proteccion por adsorcion puede favorecer la aparicion de
reacciones de condensacion (Collins et al., 1995).

El hecho de que los resultados obtenidos mediante RMN "°C en las
muestras de MOR estén en sintonia con los resultados de la Py, que ya
indicaban caracter alquilico en la MOR marina frente a la aromaticidad de la
MOR fluvial, confirman la validez de estas técnicas analiticas para el estudio
de formas refractarias de MO, incluso en matrices naturales complejas como
es el caso de los sedimentos, y nos lleva a pensar que la utilizacion conjunta
de la Py-GC/MS y la NMR “C es una herramienta valida para calcular el

contenido en BC en los sedimentos de la costa de Huelva.

4.4.5 Resonancia Magnética Nuclear de alta resolucién de 'H con giro
de angulo magico (HR-MAS 'H NMR) TOCSY (TOtal

Correlation SpectroscopY)

La caracterizacion de la MOR aislada también se ha realizado
empleando medidas espectroscopicas de NMR de alta resolucion en 1 y 2
dimensiones (D). Los detalles técnicos de la técnica se describen en el apartado
3.3.2.3. El objetivo perseguido era llegar a conocer un poco mas sobre las
estructuras y tipos de moléculas que habian resistido al proceso oxidativo, para

ello utilizamos experimentos de alta resolucion TOCSY (TOtal Correlation
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SpectroscopY) en tres muestras de MOR aisladas en tres sedimentos marinos
estudiados, que fueron las muestras R-25, E-226 y M-155 respectivamente.

Los experimentos TOCSY 2-D han sido recientemente utilizados en la
caracterizacion de macromoléculas complejas en plantas (Deshmukh et al.,
2005; 2003), polimeros (Gallop y Fitch, 1997), polipéptidos (Anderson et al.,
1995) algaenanos y algas (Zang et al., 2001; Simpson et al., 2002), acidos
hamicos y fulvicos de turbas (Hertkorn et al., 2002) y materia organica disuelta
(DOM) de agua de rio (Kim et al., 2003; Hertkorn et al., 2006) pero no habian
sido aplicados hasta ahora para el estudio directo de MOR en sedimentos
marinos.

La Figura 4.4.5a muestra el espectro de NMR 1-D 'H HRMAS de la
MOR procedente de la muestra R-25.
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Figura 4.4.5a: Espectro NMR 1-D 'H HRMAS de MOR
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2D TOCSY of S-25 treated in DMSO (mixing time=60msec)

Figura 4.4.5b: 2-D '"H-'"H HRMAS (TOCSY)
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Tabla 4.4.5b. Asignacion de estructuras tipo para 'H-'H HRMAS
(TOCSY)

REGION ASIGNACION ESTRUCTURA TIPO
A -CHno-CHu-C'Hn-CHm H de cadenas intra-alifaticas
B -(C=0)NH-CH-CH- Ho-Hp en péptidos
C -0-CH-CH-C H en desoxiazicares, éteres y esteres
D -CH(O)-CH(O)- H mtracarbohidratos gin C anomeéricos
E CeH,- H de anillog aromaticos
F Ar-N-CH-C=0- Hunido a enlaces peptidicos enwn

R-C=0 entorno aromatico

Asignaciones A, B, C, D y E fueron realizadas segun Hertkorn et al., 2002

Los espectros TOCSY de 1D se caracterizaron por su sencillez y en
nuestro caso resultaron ser practicamente idénticos en los tres casos
estudiados. A pesar de no mostrar informaciéon demasiado especifica, se
observan con claridad picos agudos correspondientes a protones
pertenecientes a grupos metilo terminales, CH, de cadena y de ésteres, con
picos menos definidos alrededor de 7,4-8 ppm aparecen los protones
pertenecientes a compuestos aromaticos, a pesar de la aplicacion del filtro
“watergate” aparece ademas un pico correspondiente al disolvente utilizado
DMSO deuterado y otro debido al H,O.

Los espectros TOCSY obtenidos en 2-D 'H-'H como el que se
muestra en la Figura 4.4.5b, mostrado en la pagina anterior, aportaron mayor
informacién acerca de la estructura de las moléculas que componen la MOR
en sedimentos marinos, (ver Tabla 4.4.5b), las muestras no se diferenciaron
en la naturaleza de los picos aparecidos, aunque si en la intensidad de los
mismos, especialmente en el pico de cruce (cross peak) F, que aparecio con

mayor intensidad en la muestra R-25.
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Los resultados de NMR 2-D muestran picos caracteristicos de las
unidades estructurales mas abundantes en las muestras estudiadas. Destaca la
variada y abundante presencia de 'H procedentes de grupos metilo
terminales y de cadenas alifaticas (region A), la presencia de 'H de
carbohidratos y péptidos (regiones D y B respectivamente) también es de
destacar, aunque estas regiones se hayan solapadas con la presencia de
protones de H,O. Aparecen varios picos de menor intensidad
correspondientes a 'H de desoxiazucares, éteres y esteres, mientras que la
presencia de 'H de origen aromético queda reflejada en la sefial de cruce de
la regién E.

La presencia de estas familias de compuestos en la MOR de los
sedimentos estudiados ya habia sido confirmada tanto mediante Py-GC/MS
como mediante NMR "°C, resalta de nuevo una importante contribucion de
las estructuras alifaticas a la MOR. Teniendo en cuenta que los picos
observados mediante TOCSY 2-D representan en realidad a la media de
todas las estructuras presentes en la muestra, podemos decir que estos
resultados corroboran los obtenidos mediante las técnicas espectroscopicas
mencionadas anteriormente.

La complejidad de analisis de los espectros 2-D NMR, unida a la
ingente variedad de posibilidades por la combinacién entre grupos
funcionales o la localizacion de los sustituyentes, hacen muy dificil una
interpretacion detallada de los mismos y en la mayoria de los casos resulta
imposible llegar a predecir una estructura para cada pico observado, no
obstante, mediante la aplicacion de un software especifico para este fin
(Chemdraw 3D ©), para determinados picos es viable al menos acercarnos a
una posible estructura que corresponda con la resonancia encontrada para

€s0s picos.
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La sefial mas intensa correspondiente a la region F que aparece a
4.25-7.69 ppm se observa en la MOR de las tres muestras estudiadas, aunque
es en la muestra R-25 donde aparece con mayor intensidad. Esta sefal segun
la bibliografia consultada es la primera vez que se registra en estudios
TOCSY sobre sedimentos marinos. Existen numerosas estructuras posibles
que corresponderian con 'H que resuenan a esa frecuencia, en la Figura

4.4.5¢ se muestran dos de ellas.

Estructura 1 _NH, Estructura 2
@ CHO
HO C_N'é
\
: To
NH,

Figura 4.4.5¢c: Ejemplos de estructuras posibles correspondientes a la
sefial de la region F

Para poder confirmar la estructura serian necesarios otros estudios,
como por ejemplo estudios NMR 2D HETCOR "*C-'H y *C-""N de los que
no disponemos, pero lo que si podemos observar es que la gran mayoria de
las estructuras posibles tienen en comun la presencia de enlaces peptidicos, o
en su defecto grupos NH y grupos carboxilo en un entorno aromatico.

El Nitrégeno (N) en la MO sedimentaria proviene fundamentalmente
de organismos vivos. Proteinas y péptidos, las estructuras mas abundantes
que contienen N en sedimentos, han sido consideradas tradicionalmente
parte de la fraccion 1abil del medio, aunque recientes estudios han mostrado
que el material proteico puede resistir la degradaciéon microbiana en
ambientes sedimentarios y como consecuencia una porcioén del mismo puede

ser incorporado al material biologicamente refractario y eliminado del
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“pool” de N activo (Knicker et al, 1996, Pantoja y Lee, 1999; Nguyen y

Harvey, 2001; Knicker y Hatcher, 1997, 2001; Zang et al, 2001).

Se han propuestos diversos mecanismos para explicar esta preservacion de

N:

1). Asociaciones 6rgano-minerales (Keil et al., 1994).

2). Mecanismos de degradacion-recondensacion, que llevan a la
formacion de kerogenos resistentes mediante condensacion al azar y
polimerizacion de compuestos de bajo peso molecular que proceden
de macromoléculas degradadas de forma natural (Tissot y Welte,
1984; Patience et al., 1992)

3). Encapsulacion y proteccion de la hidrélisis bacteriana de proteinas
dentro de la matriz macromolecular de la MO sedimentaria (Knicker
y Hatcher, 1997; Nguyen y Harvey, 2001).

4). Proteccion de los compuestos proteicos durante la degradacion del
fitoplancton en sistemas marinos mediante enlaces covalentes con
MO macromolecular (Kirchman et al., 1989)

La presencia de este tipo de estructuras podria confirmar la
estabilizacion de N en formas de MOR en sedimentos marinos mediante

formacion de enlaces covalentes con estructuras aromaticas estables.

4.5 CONTENIDO EN BLACK CARBON EN SEDIMENTOS
MARINOS

Una vez revisada la metodologia existente para la cuantificacion de
BC, (Tablas 1.3 a,b) y teniendo en cuenta la idoneidad del uso combinado de
las técnicas de Py-GC/MS y "“C NMR para el estudio nuestras muestras,
decidimos cuantificar el BC en los sedimentos mediante una adaptacion del
método disenado por Simpson y Hatcher (2004) cuyo desarrollo se describio

con detalle en el apartado 3.3.3 del presente estudio.
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4.5.1 Cuantificacion de BC mediante oxidacion con Clorito de Sodio,
BC NMR y Py-GC/MS en presencia de sales de hidréxido de
tetrametilamonio (TMAH)

El proceso completo de oxidacion de los sedimentos constd de tres
fases, un primer tratamiento acido (HCI/HF) para la eliminacion del material
mineral (carbonatos y silicatos principalmente), MO 1abil y liberar la MO
ligada a la fraccidn mineral, tratamiento que de paso, permitid eliminar la
presencia de material paramagnético mejorando de manera considerable la
resolucién de los espectros de NMR *C. La oxidacion siguiente con Clorito
de Sodio y acético tenia como objetivos la eliminacidon de restos de MO labil
y principalmente la eliminacion de compuestos derivados de la lignina, que
habitualmente resuenan en NMR "°C en la regién 110-160 ppm. Segin este
procedimiento el contenido en BC se mide como la fraccion de C,, (110-160
ppm) presente al final de todo el proceso, por ello es muy importante
verificar que la eliminacion de restos de lignina ha sido efectiva y no
estamos sobre-estimando el contenido en BC, para ello por tltimo se llevo a
cabo la Py de los digeridos en presencia de hidroxido de tetrametilamonio
(TMAH) técnica que ha sido aplicada en el pasado en la caracterizacion de
sedimentos marinos (Pulchan et al., 1997) y reconocida como util para
monitorizar la presencia de lignina y de productos derivados de la
degradacion de lignina en suelos y sedimentos (Martin et al., 1995; Clifford
et al., 1995; Del Rio et al., 1998, Sympson y Hatcher, 2004).

La piro6lisis realizada en presencia de hidroxido de tetrametilamonio
(TMAH) evita la descarboxilacion de los acidos bencenocarboxilicos y
facilita el andlisis de la estructura molecular de geopolimeros organicos

(Anderson y Winans, 1991; Challinor, 1989, 1991a,b; de Leeuw y Baas,
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1993; Martin et al.,, 1994, 1995; Hatcher y Clifford, 1994). La Py en
presencia de TMAH produce ésteres metilicos de los acidos carboxilicos y
de los grupos fendlicos. Por el contrario, los alcoholes alifaticos se metilan
solo parcialmente. De esta forma, este tipo de pirdlisis puede considerarse
como una quimiolisis asistida térmicamente (de Leeuw y Baas, 1993; Martin
et al., 1994, 1995).

La Figura 4.5.1a muestra la pirolisis en presencia de TMAH (Py-
TMAH-GC/MS) para la muestra R-25 antes y después de la oxidacion
quimica con Clorito de Sodio, los pirogramas obtenidos para el resto de los
sedimentos fueron muy similares excepto por la ausencia casi total de
compuestos de lignina en los pirolizados de las muestras marinas. La
variacion en cada muestra de la presencia de compuestos derivados de
lignina esta reflejada con detalle en la Tabla 4.5.1a, mientras que en la Tabla

4.5.1b se enumeran el resto de compuestos pirolizados.
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Figura 4.5.1a. Cromatograma de ion total de la Py-TMAH-GC/MS de la muestra R-25 antes y después de la

oxidacion con Clorito de Sodio
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Tabla 4.5.1a. Presencia de compuestos derivados de lignina antes y después de la pirélisis (Py-TMAH-GC/MS) en
sedimentos antes y después de la oxidacion con NaClO,

Referencia

G1

G2

G3

G4

S1
S2

LG1
LG2
LG-V

Compuesto derivado de lignina R-25 | R/E-28 | R35 | R-39 | R40 | E-202 | E-209 ];/lFi- E-213 | E-218 | E-226 | M-131 ivslé
Compuestos derivados del Guayacilo ald|{a|d|al|d|a|d|a|d|a|d|a|d|a|d|a|d|a|d|a|d|a|d|a]|d
o-dimetoxibenceno (Veratrol) X X X[X|X X X X X X X X X
p-dimetoxibenceno X X X X X X

acido 3,4-dimetoxibenzoico, dimetil ester | x X X X X X X

acido 3,4-dimetoxicinamico, metil ester X|[X| X[ X |[X X | X|Xx X X | X[ X | X | X|X|[X|X|[X|X|X X
Compuestos derivados del Syringilo

3,4,5-trimetoxibenzaldehido, metil ester X X X X X X

acido 3,4,5-trimetoxibenzoico, metil ester X X
Compuestos derivados del Hidroxifenilo
p-metoxibenzaldehido X

acido 4-methoxibenzoico, metil ester X X X X X

metilvanillina X | X X

a: Compuesto liberado antes del tratamiento con NaClO,

d: Compuesto liberado después del tratamiento con NaClO,
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Tabla 4.5.1b: Lista de compuestos obtenidos mediante Py-GC/MS en
presencia de TMAH excluyendo a los derivados de lignina y a los
pertenecientes al grupo de ésteres metilicos de acidos carboxilicos

Ref. Compuestos no ligninicos obtenidos mediante Py-GC/MS

1 dimetil sulfona

N,N-dimetil-t-butilamina

glicina-N-acetil, metil ester

acido benzoico, metil ester

trimetilfumarato

acido 3-metilbenzoico, metil ester
2-metilnaftaleno

1,3,5-triazina-2,4,6 (1H,3H,5H)-trimetil-triona

acido 1,2-bencenodicarboxilico, dimetil ester

o 0 9 SN Bt AW N

p—
<

acido 1,2.,4-bencenetricarboxilico, trimetil ester

[a—y
[y

N,N-dimetil-propanamida

p—
[

fenol

—
w

1,2,3-trimetilbenceno

[
N

m-cresol

(S
9]

N (2-metoxi-2-oxoetil)-glicina, metil ester

p—
=)}

acido 3-metilbenzoico, metil ester

p—
|

acido N-metilpiroglutamico, metil ester

p—
=]

acido 2-naftalenocarboxilico, metil ester

o
=]

2.,4,6-trimetoxibenzonitrilo

(o)
<

acido 2,6-naftalenodicarboxilico, dimetil ester

[
[y

acido 1,2,4,5-bencenotetracarboxilico, tetrametil ester

Los pirogramas de las muestras antes de la oxidacion con clorito de
sodio estain dominados por dos series de ésteres metilicos de acidos
carboxilicos C¢-Cys (FAMES) y dicarboxilicos (DAMEs) C,-C6, aparecen
ademas varios compuestos aromaticos (picos 4, 6, 7 y 9) y compuestos

derivados de la lignina con estructura tipo Guayacilo (G).
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El cambio mas importante que se observa en los pirogramas después
del tratamiento oxidativo es la eliminacion de la mayoria de los picos
correspondientes a compuestos derivados de la lignina (Fig. 4.5.1a), no
obstante en las muestras estuarinas y fluviales, especialmente del entorno de
los rios Tinto y Odiel, se mantiene la presencia de algunos compuestos
derivados de lignina. Se detecta un aumento en el numero de compuestos
aromaticos (picos 13, 15, 18, 20 y 21 de la Tabla 4.5.1b), mientras que la
presencia de FAMEs y DAMEs permanece practicamente inalterada.

Los pirogramas muestran que la abundancia de marcadores de
lignina en los sedimentos disminuye de forma muy acusada segiin aumenta
la distancia a la costa y la profundidad, acorde con la disminucion de MO
terrestre. La oxidacion quimica consiguié eliminar la mayoria de los
compuestos derivados de lignina, sin variaciones importantes en el contenido
del resto de formas de C.

El hecho de que algunos de estos compuestos derivados de lignina
permanezcan después del tratamiento oxidativo, fundamentalmente en las
muestras fluviales, mas ricas en lignina, nos lleva a tomar con precaucion los
valores de contenido en BC que se obtengan mediante este método, ya que
como hemos mencionado esta basado en la integracion de la sefial de la
region de C aromatico, quizas seria necesaria aplicacion del NaClO, en
condiciones mas drasticas o de forma més prolongada en estas muestras ricas
en lignina, a el fin de conseguir una completa eliminacion de la misma.

En la Figura 4.5.1b se comparan los espectros NMR "*C obtenidos
antes y después de la oxidacion con Clorito de Sodio, mostrando los efectos
de este tratamiento en las muestras, estos resultados estan reflejados en la
Tabla 4.5.1c que muestra los valores de integracion por regiones en el

espectro NMR de "°C.
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Los espectros de los sedimentos desmineralizados ya fueron
comentados durante la caracterizacion global de los sedimentos marinos
(Aptdo. 4.3.3), en general estan dominados por una sefial de C alquilico (0-
45 ppm), la sefial correspondiente a C aromatico (110-160 ppm) también es
de importancia (valor de integracion >19 %) especialmente en las muestras
fluviales, junto a la sefial correspondiente a C carboxilico y C de amidas
(185-160 ppm) con una abundancia relativa aproximada del 10 al 12 %.

En comparacion con los sedimentos desmineralizados, el tratamiento
posterior con Clorito de Sodio produjo un aumento en la abundancia relativa
de O-alquil-C (110-60 ppm) en todas las muestras y en la region de C
alquilico (0-45 ppm), mientras que se redujo la abundancia relativa de la
sefial correspondiente a C carboxilico-amidas (185-160) en las muestras de
estuario y fluviales. También se redujo la abundancia correspondiente a las
regiones de C=0 (245-185 ppm) y N-alquil/metoxil C (60-45 ppm).

Se observo que la muestra R/E-28 apenas sufrié modificacion por el
tratamiento quimico con Clorito de Sodio, una razéon posible a este
comportamiento puede encontrarse en que debido a su especial localizacion
(Figura 3.1.2b) pueda estar sometida a continua erosion y a condiciones de
oxidacion durante periodos prolongados, que hubieran contribuido a una
oxidacion natural de la muestra que la harian mas resistente a procesos
oxidativos posteriores.

Se observo una disminucion en el contenido de C aromatico en todas
las muestras (excepto R/E-28), lo que podria ser indicativo de la eliminacion
efectiva de lignina, todavia se encuentra una importante presencia de C
aromatico, (>14 % en todas las muestras), lo que podria indicar una

acumulacion de C pirogénico.
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NMR BC Sedimentos desmineralizados NMR BC Sedimentos después de
Fi . la oxidacion con Clorito de Sodio
igura 4.5.1b:

M-155

M-131

E-226 ‘
E-218 “
E-213 ‘ \

R/E-211 \
E-209

E-202

E-40

R-39
R-35

R/E-28

R-25 T T T T T
200 150 100 50 O 200 150 100 50 0 ppm
Comparacion de los espectros NMR "C obtenidos antes y después de la
oxidacion con NaClO,

155



Capitulo 4: Resultados v discusion

Tabla 4.5.1c: Comparacion de la integracion por regiones del espectro
NMR de "*C después de los procesos de desmineralizacion y oxidacién
con Clorito de Sodio

C aldehidos y | C carboxilico y foe . N-alquil . Material
Muestra cetonas ! amidas | Caromitico O-alquil € met(:lxil g Alquil-C resistente Tratamiento
245-185 ppm 185-160 ppm | 160-110 ppm | 110-60 ppm 60-45 ppm 45-0 ppm %
2,93 10,35 48,69 14,5 5,65 17,87 16,89 1
R-25 2,15 9,32 37,82 23,63 5,24 21,81 12,95 1+2
-0,78 -1,03 -10,87 9,13 0,41 3,94 -3,94 Diferencia
3,97 12,95 24,1 19,24 9,48 30,26 26,87 1
R/E-28 2,02 13,37 24,39 24,46 7,18 28,55 24,65 1+2
-1,95 0,42 0,29 5,22 23 -1,71 2,22 Diferencia
3,15 12,69 20,72 19,08 9,67 34,7 20,52 1
R-35 3,18 10,31 15,45 23,14 7,36 40,56 11,31 1+2
0,03 2,38 -5,28 4,06 231 5,86 921 Diferencia
3,34 12,33 25,63 18,77 9,33 30,59 14,49 1
R-39 1,29 8,89 22,38 27,67 8,11 31,71 11,56 1+2
2,05 3,44 3,25 8,91 1,22 1,12 2,93 Diferencia
3,92 12,1 23,36 18,94 9,31 32,37 14,6 1
R-40 3,03 9,28 18,98 25 7,45 36,24 11 1+2
-0,89 2,82 4,38 6,06 -1,86 3,87 3,6 Diferencia
3,78 11,94 20,9 23,07 9,41 30,89 13,6 1
E-202 1,04 9,48 16,91 31,56 8,21 32,8 12,05 1+2
2,74 2,46 3,99 8,49 -2 1,91 -1,55 Diferencia
5,39 11,6 24,57 22,77 9,11 26,55 16,64 1
E-209 0,79 9,14 20,93 30,02 7,32 31,81 14,85 1+2
-4,6 2,46 -3,64 7,25 -1,79 5,26 -1,79 Diferencia
4,88 12,61 24,25 21,2 9,4 27,65 25,65 1
R/E-211 0,81 10,89 22,29 28,12 7,01 30,86 23,52 1+2
4,07 -1,72 -1,97 6,92 2,39 321 2,13 Diferencia
2,39 10,09 25,73 23,25 10,53 28,02 27,64 1
E-213 2,79 10,28 21,17 29,81 6,21 29,72 25,5 1+2
0.4 0.19 -4.56 6,56 4.32 1.7 214 Diferencia
336 11,56 19.09 266 10,45 2893 18.83 T |
E-218 2,01 9,85 14,09 31,46 8,46 34,14 16,5 1+2
-1.35 -1.71 -5 4.86 -2 521 -2.33 Diferencia
3,75 11,46 21,7 2581 9.77 27,52 18,63 1
E-226 0,87 10,07 16,69 28,6 7,1 36,05 16,63 1+2
-2.88 -1,39 -5.01 2.79 -2,08 8,54 -2 Diferencia
33 11,62 22,22 22,53 9,53 30,78 30,33 1
M-131 0,45 10,26 23,26 26,72 7,14 32,18 28,46 1+2
285 136 1,04 4.19 239 1.4 1,87 Diferencia
4,73 12,56 22,62 21,76 9,03 29.29 29.14 1
M-155 2,47 11,55 22,68 27,02 7,82 28,45 27,02 1+2
2,26 -1,01 0,06 5,26 1,21 -0,84 2,12 Diferencia

Valores dados en %; 1) Pretratamiento con HCl/ HF; 2) Oxidacion con NaClO,;

Entre un 70 y un 86 % del material fue eliminado con el tratamiento

HCI/HF, las mayores pérdidas tuvieron lugar (85 %) en las muestras de

estuario (E-202 y E-209) y algunas fluviales (R-39 y R-40). Las muestras

situadas en el estuario del Guadiana (R/E-211 y E-213) mostraron mayor

resistencia que el resto de las muestras estuarinas. El porcentaje de material

resistente a la oxidacion con Clorito de Sodio varié ampliamente entre un 55
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y un 93 % (w/w). Las mayores pérdidas de peso durante este procedimiento
oxidativo tuvieron lugar en las muestras fluviales (R-35, R-40, R-25 y R-39)
en contraste con lo ocurrido en las muestras marinas (M-131 y M-155). Se
observa una relacion directa entre las pérdidas de material durante el
tratamiento oxidativo con Clorito de Sodio, la presencia de compuestos
derivados de lignina en el material original y la disminucién de la sefal de C
aromatico mediante NMR "°C, confirmando que este tratamiento seria
especialmente adecuado para la eliminacion de compuestos derivados de
lignina.

La aplicacion de este procedimiento nos permitid cuantificar el BC
almacenado en cada sedimento estudiada, cuyos resultados se muestran en la
Tabla 4.5.1d.

Tabla 4.5.1d: Resultados obtenidos para la cuantificacion de BC en
sedimentos marinos de la costa de Huelva

Sedimento Bruto Contenido en BC
Anlisis Elemental | Sefal C Material
aromatico' TCrina . BC/TOC;
Muestra TC IN TOC, RN(I&;I )‘3C (%) ;“fri;sltf;:;e gBC/Kg (%)
R-25 1,84 0,13 1,77 37,82 16,52 12,95 8,09 457
R/E-28 1297 0,13 1,80 24,39 1,30 24,65 0,78 43
R-35 1,53 0,14 1,10| 1545 5,17 11,31 0,90 8,2

R-39 128 0,08 1,04| 2238 3,14 11,5 | 081 7.8
R-40 126 0,10 1,10 1898 4,15 11,00 | 0,87 7,9
E-202 [152 014 1,17| 1691 097 12,05 | 047 41
E-209 [1,69 009 077 2093 1,00 1485 | 047 6,1
R/E-211 221 0,10 1,07| 2229 232 2352 | 1,76 165
E-213 |[3,06 0,13 122| 21,17 150 2550 | 1,87 153
E-218 [2,09 020 1,76| 14,09 336 1650 | 052 3,0
E-226 |1,74 013 116| 1669 347 1663 | 059 50
M-131 |3,11 016 1,17| 2326 226 2846 | 0,64 55
M-155 |[3,11 015 1,09 22,68 211 2702 | 067 6,1

! Valor correspondiente con la integracion de la sefial de 110-160 ppm en NMR °C; i Valor
medido en el sedimento bruto
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La Tabla 4.5.1d nos muestra los porcentajes de material resistente a
los tratamientos con HCI/HF y NaClO,, asi como los contenidos en BC
calculados en funcién del porcentaje de carbono aromatico resistente a los
procesos de oxidacién (Simpson y Hatcher, 2004). Los valores de BC
estuvieron comprendidos entre 0.47 gBC/Kg .., obtenido en las muestras E-
202 y R/E-209 y 8.09 gBC/Kg o medido en la muestra R-25, localizada en
el rio Odiel. Esta muestra se localiza en un area protegida de las corrientes
marinas y cercana a una importante fuente de MO antrdpica como es el
puerto de Huelva (Fig. 3.1.2b). Este punto se ve afectado por el trafico
continuo de barcos del puerto de Huelva, que se sitia como uno de los
puertos espaiioles de mayor actividad, competitividad y crecimiento (Camara
de comercio de Huelva). La otra fuente de BC que debemos considerar es el
transporte rio abajo de la MO pirogénica procedente de los numerosos
incendios forestales que asolan frecuentemente los bosques de las Sierras de
Huelva y Sevilla (Knicker et al., 2005; Gonzalez et al., 2004), que serian de
esta manera transportados hasta el Golfo de Cadiz.

El resto de valores de obtenidos de BC estan dentro de los
considerados como habituales para BC en sedimentos marinos (Gustafsson y
Gschwend, 1997; Middelburg et al., 1999) encontrandose entre el 3.0 %
(BC/TOC) medido en la muestra E-218 localizada en el limite del estuario
del rio Guadiana y el 16.5 % de la muestra R/E-211 localizada en la
desembocadura del mismo rio.

En esta region tienen lugar fuertes corrientes marinas, cuyo efecto en
la acumulaciéon de MO terrestre preferentemente en unas zonas respecto a
otras es importante (Morales, 1995), estas corrientes afectan particularmente
al estuario del rio Piedras, lo que podria ser la causa de una menor

acumulacion de sedimentos y valores menores en el contenido en BC. En
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este rio, de caracteristicas tipicamente mediterraneas, con un régimen de
lluvias claramente estacionario la MO puede estar sometida a condiciones
prolongadas de degradacion aerobica tanto durante el transporte como en su
deposicion en el horizonte superficial, por lo que el C organico en estas
muestras podria estar ya altamente alterado (Hedges et al., 1999; Keil et al.,
2004).

En la Tabla 4.5.1e se presenta el contenido en BC por grupos de
muestras y una estimacion del contenido medio en BC. Estos valores de
contenido medio en BC calculados deben tomarse a titulo meramente
informativo ya que aunque en general el contenido en BC disminuye al
alejarnos de la costa, como hemos mencionado anteriormente, los valores
varian sensiblemente de un punto a otro y no seria correcto matematicamente
realizar una media aritmética simple, como hemos comentado anteriormente
somos conscientes de que existen multitud de factores y procesos que hacen
que el estudio de la acumulacion de BC en la zona sea muy complejo, seria
necesario un estudio mucho mas amplio para poder obtener un valor fiable,
por ello este sencillo calculo solo sera utilizado para hacer una estimacion

grosera del contenido en BC en la costa de Huelva.
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Tabla 4.5.1e: Contenido en BC por muestra, grupo de muestras y
contenido medio

Muestra | gBC/Kg | BC/TOC (%) gBC/Kg BC/TOC (%)
R-25 8,09 45,7
R/E-28 0,78 43
R-35 0,90 8,2 MR= 2,29 MR=10,4
R-39 0,81 7,8
R-40 0,87 79
E-202 0,47 4,1
E-209 0,47 6,1
R/E211 | 1,76 16,5 ME= 095 ME-= 8.3
E-213 1,87 15,3
E-218 0,52 3,0
E-226 0,59 5,0
M-131 0,64 2.0 MM= 0,66 MM-= 5.8
M-155 0,67 6,1
MP=1,3 MP=9,6

MR= Media muestras R; ME= Media muestras E; MM= Media muestras M; MP= Media
ponderada tomando 1/3 como contribucion de cada grupo de muestras

Teniendo en cuenta estos valores, que la densidad promedio de los
sedimentos se encuentra en el rango de 1,8 a 2,1 g/cm’ y considerando
unicamente la capa correspondiente a los sedimentos recientes (capa
superficial 0-20 cm), podemos estimar que la cantidad de BC almacenado en
el area estudiada seria aproximadamente de 5,5 T BC/km’. La zona de
estudio representa unos 90.000 km’ de superficie con lo cual habria
acumulados en torno a 4,9 x 10° tm de BC. Este valor equivaldria en
promedio a todo el combustible fosil consumido en Espaiia por un milldon de
habitantes durante el afio 2005, al gasto energético del area metropolitana de
ciudades espafiolas del tamafio de Sevilla, Valencia o Zaragoza, o a la
gasolina promedio consumida durante ese afio por tres millones de

Espafioles (www.ine.es; Boletin Trimestral de Coyuntura Energética.
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Ministerio de Industria, Turismo y Comercio). Este valor es
aproximadamente un 20 % superior a las 4,2 x 10° tm de CO, que la UE
exige a Espafia que reduzca sus emisiones anuales en el periodo 2008-2012
(Plan Espatiol de asignacion de Emisiones, 2007).

Y si estos datos, pueden por si mismos ser ya suficientemente
significativos, debemos tener en cuenta ademas que se ha detectado
mediante Py y NMR, la presencia abundante de MOR de naturaleza alifatica
en todos los sedimentos, especialmente en los mas alejados de la costa.

Teniendo en cuenta que estas formas de MOR quedan excluidas de
la cuantificacion de BC anterior, ya que la metodologia seguida (Simpson y
Hatcher, 2004) por definicién solo considera BC la MOR de naturaleza
aromadtica, debe ser tenido en cuenta porque es previsible que este material
alifatico pueda estar desempefiando un importante papel en los procesos de

acumulacion de formas de C estable en sedimentos marinos.
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5. CONCLUSIONES

Las conclusiones del estudio realizado sobre el Aislamiento y
caracterizacion de Formas de Materia Organica Refractaria en
Sedimentos Marinos y sus implicaciones ambientales se resumen en los

siguientes puntos:

1. La revision de los numerosos métodos propuestos para el
aislamiento y cuantificacion del Black Carbon (BC) confirma
que no existe un unico método que incluya el espectro completo
(continuum) de formas de BC presentes en la naturaleza. Cada
método tiene sus limitaciones, y solo son capaces de analizar
una fraccion del continuo de BC. No obstante, si existen
metodologias preferibles para el estudio especifico de
determinados tipos de muestras. Para el caso concreto de analisis
de BC en matrices ambientales complejas, como son los
sedimentos marinos, es imprescindible la aplicacion de algin
pre-tratamiento oxidativo que minimice la aparicion de
artefactos, asi como el uso de una técnica de deteccion que
también caracterice el residuo final, para evitar sobre-
estimaciones del contenido en BC. Teniendo en cuenta esto, se
ha comprobado que el método de oxidacion con Clorito de
Sodio, seguido del uso de la Resonancia Magnética Nuclear de
BC (PC-NMR) propuesto por Simpson y Hatcher (2004), es
adecuado para la cuantificacion de BC en los sedimentos

marinos estudiados.
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2. Dada la complejidad estructural de la materia organica
refractaria (MOR), y mas aun si cabe del estudio de BC, es
necesario abordar su estudio mediante el uso combinado de
técnicas espectroscopicas y degradativas. En este trabajo se ha
comprobado que la pirdlisis (Py-GC/MS) y la "C-NMR son
herramientas validas y complementarias para la caracterizacion
molecular de muestras de referencia ricas en BC. Ambas
técnicas son capaces incluso de discriminar materiales que
suelen interferir en la deteccién de BC por otras técnicas, y por
primera vez han sido aplicadas conjuntamente para la
caracterizacion y cuantificacion de BC en sedimentos marinos

Atlanticos.

3. Los estudios termogravimétricos y calorimétricos son adecuados
para el estudio de materiales organicos complejos, permitiendo
distinguir con facilidad la materia organica labil de la estable.
Ambas técnicas utilizadas conjuntamente, permiten la
cuantificacion de BC en muestras de referencia de naturaleza
muy diversa de forma rapida y reproducible. En el caso de los
suelos y sedimentos de referencia los resultados obtenidos
sobreestimaron el contenido esperado en BC, por lo que se
recomienda el uso de tratamientos de desmineralizacion y
extraccion de la MO 1abil previos a la cuantificaciéon de BC en

estas matrices ambientales complejas.
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4, El contenido en BC en los sedimentos estudiados del area de los
estuarios y de la costa de Huelva varia dentro de un amplio
rango de 0,47 a 8,09 gBC/Kg de sedimento, lo que significa que
entre el 3 y el 45 % del carbono organico total (TOC) de esos
sedimentos estda en forma de BC. Seglin estos datos el area
estudiada acumula aproximadamente mas de medio millon de
toneladas de BC, lo que equivale a todo el combustible fosil
consumido anualmente en Espafia por un millén de habitantes.
Estos valores indican que los sedimentos marinos son un
sumidero importante de C, que queda secuestrado de forma
estable. Este hecho tiene una especial relevancia en el balance de
C, dentro del ciclo biogeoquimico del C y por tanto puede tener

importantes implicaciones en el fendmeno del cambio global.

5. Se ha confirmado mediante pirdlisis analitica y espectroscopia
de "C-NMR, que existe una importante contribucién alifatica a
la. MOR en la mayoria de los sedimentos estudiados,
especialmente los mas alejados de la costa. Se sugiere que se
trata de biomacromoléculas alifaticas no hidrolizables, este
material altamente refractario desempenaria un importante papel
en los procesos implicados en la acumulacion de formas de C
estable en sedimentos marinos. Como estas formas carbonosas
quedan excluidas de la cuantificacion de BC por la metodologia
seguida, (Simpson y Hatcher, 2004), los valores reales de C

estable serian superiores a los sefialados en el punto anterior.
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6. Mediante la aplicacion de NMR de alta resolucion en 2
dimensiones (experimentos TOCSY), se ha detectado por
primera vez en la materia organica refractaria aislada de
sedimentos, la posible presencia de estructuras formadas por
grupos carboxilo y enlaces peptidicos, o en su defecto grupos
NH, unidos a anillos aromaticos. La presencia de este tipo de
estructuras podria confirmar la estabilizacion de N en formas de
materia organica refractaria en sedimentos marinos mediante la
formaciéon de enlaces covalentes con estructuras aromaticas

estables.
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