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INTRODUCCION

La Materia Organica es uno de los constituyentes mas importantes del suelo,
y es bien conocido que la fertilidad de éste, depende en gran parte, de su
contenido y caracteristicas. Esta constituida por diferentes fracciones entre

las cuales se encuentran: Los acidos humicos, acidos fulvicos y las huminas.

La Materia Organica interactia con materiales inorganicos principalmente
Aluminosilicatos, que forman un compuesto 6rgano-mineral conocido como
Humina, predominante en la materia organica del suelo, y que comprende del
50 — 80% de esta fraccion. La humina se define como la fraccion de la
Materia Orgénica insoluble en solucibn acuosa a cualquier pH. Los
componentes organicos de la fraccion humina son conocidos por tener una
superficie activa importante en la adsorcion superficial de los contaminantes
organicos. Ademas, debido a su insolubilidad, son adsorbentes primarios de
muchos compuestos, tales como insecticidas, funguicidas, herbicidas etc.
Las Huminas adsorben mas plaguicidas que otras fracciones del suelo,
teniendo significado muy importante para el medio ambiente, cuando evitan
gue evitan los compuestos organicos contaminantes pasen a la solucion del
suelo, se lixivien o vayan a la atmadsfera, previniendo de esta manera la

contaminacion, la pérdida de bioestructura del suelo y por lo tanto su erosion.

Muchas reacciones en el suelo comUnmente se correlacionan con las
propiedades quimicas de las huminas. No obstante, la estructura de estos
materiales no ha sido ampliamente estudiada conociéndose muy poco acerca
de la manera precisa en que el material organico se enlaza a la superficie

mineral.



Para entender la interaccidon de la fraccion humina en un sistema natural es
necesario conocer su estructura, ya que en la interfase materia
organica/medioambiente es donde se da inicio a las reacciones quimicas con
los compuestos organicos contaminantes que llegan al suelo. De esta
manera es posible conocer los sitios reactivos o accesibles a cualquier

sorbato potencial.

La mayor parte de los suelos del Departamento del Cauca son acidos debido
a su origen y manejo, con apreciables contenidos de materia organica y en
donde se usan toda clase de plaguicidas para proteger los cultivos. Por esto
es indispensable estudiar la acumulacién, permanencia o degradacion de
estos en el suelo; y para ello es necesario extraer y analizar primero las
huminas. Con este trabajo se pretende implementar un método apropiado
para extraer huminas de un suelo tipo Andisol del Departamento del Cauca, y
caracterizarlas preliminarmente usando técnicas espectroscopicas Yy

analiticas.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las sustancias humicas son estructuralmente diversas, generadas a partir de
amplia variedad de reacciones biogénicas y abibticas. Presentan
heterogeneidad en la composicién elemental, funcionalidad quimica y
distribucion del tamafio molecular. Las huminas forman enlaces cruzados con
matrices minerales o iones inorganicos, y una gran tendencia a agregarse,

aumentando asi sus propiedades coloidales.

La complejidad de las propiedades que presentan las sustancias humicas es
el mayor obstaculo para su caracterizacion estructural y esto a su vez impide
un mayor entendimiento molecular de su funcionamiento en el medio
ambiente, incluyendo su papel en el crecimiento de las plantas, la nutricion
mineral, la simbiosis microbio-planta, el metabolismo microbial, la nutricion
organica, la formacion de los agregados del suelo, como también el

transporte de los nutrientes y la bioaprovechabilidad de los mismos.

La humina es una fraccion que constituye mas del 50% de la materia
organica, sin embargo es la fraccion menos estudiada de las sustancias
hamicas, debido a la dificultad para su extraccion, purificacion y solubilizacién

gue impiden determinar su composicién quimica y su estructura.

El Departamento del Cauca es una zona altamente productora de café, su
suelo posee un alto contenido de materia organica; sin embargo la utilizacion
de plaguicidas para controlar las diferentes plagas que atacan este cultivo, ha
hecho necesario evaluar su persistencia en el suelo; pero para ello se debe
primero implementar una metodologia que permita extraer y caracterizar las

huminas, ya que es en esta fraccion en donde estos compuestos se



adsorben con mayor facilidad. Hasta ahora se han hecho estudios tendientes
a extraer y caracterizar acidos humicos y fulvicos de suelo, pero no se
encuentran estudios relacionados con la fraccién humina de esta region del

tipo de suelo elegido.



2. JUSTIFICACION

Restos vegetales de toda naturaleza; hojas, ramas muertas que caen sobre
el suelo y residuos de animales, constituyen la fuente esencial de la materia
organica; desde su llegada al suelo, son descompuestos mas o menos
rapidamente por la actividad biologica. La materia organica fresca es asi
transformada poco a poco, dando lugar, por una parte, a sustancias
minerales solubles o gaseosas (NHs, HNOs, COz2) y por otra, a complejos
coloidales (humus) que son relativamente estables y resistentes a la accion
microbiana; estos compuestos himicos se mineralizan a su vez, pero mucho

mas progresivamente que la materia organica fresca. (1)

Las sustancias humicas se clasifican teniendo en cuenta su solubilidad en
diferentes solventes; asi aparecen tres grupos: acidos humicos, acidos
falvicos y huminas. Estas ultimas representan la fraccion insoluble en soda y

acido, de acuerdo al método clasico de fraccionamiento del humus. (2,3)

Las propiedades de las sustancias humicas se pueden determinar solamente
cuando éstas se encuentran en estado libre, es decir, libres de materiales
inorganicos; por lo tanto para estudiar sus componentes lo primero que se

debe hacer es separar la materia organica de la parte mineral del suelo.

La extraccion con solucion de NaOH (0.1-0.5 N en relacion 1:2 a 1:5, suelo-
solucion) ha sido ampliamente usada para extraer la materia organica del
suelo, siendo necesario realizar varias extracciones para alcanzar el médximo
de recuperacion. El tratamiento con HCI sirve para remover Calcio y otros
cationes polivalentes incrementandose asi la eficiencia de la extraccion

realizada con agentes alcalinos. Se reportan varias desventajas de la



extraccion directa con alcali, porque las soluciones alcalinas disuelven la
silica de la materia mineral y los componentes estructurales y
protoplasméaticos de los tejidos, lo cual contamina la fraccibn organica
separada por la extraccion. También, bajo condiciones alcalinas ocurre la
autoxidacion de algunos constituyentes organicos, debido a que el
extractante entra en contacto con el aire. Ademas se pueden dar otros
cambios quimicos, tales como la condensacién entre aminoacidos y

aldehidos o quinonas. (4,5)

Por estas razones, hoy en dia muchos investigadores utilizan una secuencia
de diferentes extractantes para el fraccionamiento de la materia organica, en
la cual se usan primero extractantes suaves tales como el Pirofosfato de

Sodio, Tetraborato de Sodio etc. y luego la extraccion con NaOH. (6)

Los extractantes suaves como el Pirofosfato de Sodio, forman complejos de
coordinaciéon con los cationes polivalentes Calcio, Hierro y Aluminio, los
cuales son responsables de mantener la materia organica en estado
floculado e insoluble; activandola, para solubilizarla.

Con este método la cantidad de materia orgdnica que se recupera es baja
(Menos del 30%), considerablemente menor a la extraida Con NaOH, pero
se logra menos alteracion de la conformacién quimica del material humico,

ya que la extraccion debe ocurrir a pH neutro. (7)

Los métodos reportados para separar huminas de la materia organica de
diferentes tipos de suelo varian de acuerdo al extractante, sin embargo, cada
uno de ellos reporta un nivel de extraccion muy diferente. Por ejemplo, en el
método de extraccion que utiliza HCI/HF, el nivel de recuperacion es del 35-
86%, mientras que la extraccion con dimetilsulfoxido (DMSQO) presenta un

nivel de recuperacion del 9-22%. (8)



En la revision hecha no se encuentra un método para la extraccion de
huminas en suelos Andisoles del Departamento del Cauca, por eso se
propone encontrar una metodologia apropiada para dicha extraccion

apoyandose en los métodos reportados en la literatura.

Se espera con este conseguir la extraccién de la fraccion humina de este tipo
de suelo y que pueda ser extendido a otros tipos de suelo de la region con el
objeto de evaluar las diferentes fracciones del humus, su grado de
humificacion y hacer estudios relacionados con la adsorcion, retencion y
biodegradabilidad de pesticidas y plaguicidas en general, ya que en las
zonas referidas se estan utilizando sustancias que pueden contaminar el
suelo y el ecosistema, cuando no existe una materia organica humificada que

logre atrapar dichos compuestos.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

» Desarrollar una metodologia eficiente para la extraccion vy
caracterizacion preliminar de la fraccion humina de un suelo Andisol
del Departamento del Cauca.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Obtener y fraccionar la Materia Organica de un suelo Andisol.

» Separar los constituyentes de la fraccion Humica.

» Extraer con diferentes extractantes y analizar preliminarmente las

huminas de la fraccién humica.



4. FUNDAMENTO TEORICO

El suelo es un sistema muy complejo. En un volumen determinado coexisten

tres fases, una solida, otra liquida, y otra gaseosa en estrecho equilibrio.

La fase solida puede ser mineral u organica. La porcibn mineral esta
compuesta por particulas de formas, tamafios y composicion muy diversos.
La fraccion organica abarca desde organismos en estado de vida activa
hasta residuos vegetales y animales en diferentes estados de

descomposicion.

La fase sélida que es la que predomina, esta rodeada de peliculas acuosas
qgue forman la fase liquida. La fase gaseosa ocupa el espacio de poros entre

las particulas de suelo que no estan llenas de agua. (9)

Los suelos se forman generalmente por la meteorizacion de materiales
rocosos. Este proceso implica un ataque fisico (fragmentacion) y quimico
(disolucién y transformacién) de la roca madre. La accién del agua, del viento
y de los seres vivos, es constante sobre la parte mas superficial de las rocas
y produce modificaciones en las mismas. Estas modificaciones, que como
hemos dicho, pueden ser de caracter fisico y quimico alcanzan
profundidades cada vez mayores, y algunos suelos que han empezado a
formarse hace poco, pueden tener apenas unos centimetros de espesor,

mientras que otros mas antiguos pueden alcanzar algunos metros.

El grado de alteraciébn de la roca madre y las caracteristicas fisicas y
quimicas del suelo pueden variar en direccidon vertical y horizontal. Estas

variaciones permiten observar en cualquier perfil o corte del terreno, una



serie de capas de distinto aspecto, llamadas horizontes del suelo, que se
definen como volumenes podolégicos mas o menos paralelos a la superficie

de la tierra.

Un horizonte se describe por la presencia de uno o mas tipos de ensambles y
por la relacion entre ellos. También se describen por su espesor, por su
extension lateral, y por sus limites morfologicos vertical y lateral. A escala de
paisaje, los horizontes nunca son infinitos; lateralmente desaparecen o se

funden en otro horizonte.

Los tipos de suelos se definen de acuerdo a la combinacién vertical de
horizontes que se presentan dentro de una profundidad definida, por la
organizacion lateral de los mismos, o0 por su ausencia; a escala que refleje el

relieve o una unidad de tierra. (10, 11)

En La actualidad cuatro conjuntos de criterios pueden utilizarse para
clasificar los suelos, caracterizarlos y hacer propuestas sobre su utilizacién:
los constituyentes minerales y los constituyentes organicos; entendidos
mas alla de su fraccionamiento. La expresion objetiva de los horizontes,
incluyendo los denominados de “diagnostico” y, por ultimo, la asociacion de
las condiciones del medio, mediante sistemas, clasificaciones o listados

bien definidos y validados. (12)

4.1 SUELOS ANDISOLES

Los Andisoles colombianos estan ampliamente distribuidos en la Regién
Andina del pais, especialmente en la cordillera Central. En las cordilleras
Occidental y Oriental también se presentan pero, comparativamente con la

Central, en menor proporcion. Las caracteristicas generales y dominantes del



medio natural donde se presentan estos suelos estan influenciadas por la
presencia de cenizas volcanicas, especialmente en aquellas zonas muy
himedas y pluviales, que constituyen pisos altitudinales que varian entre el
Premontano (24°C) hasta el Montano (6-12 °C) y donde los regimenes de
humedad del suelo son muy altos. Los materiales organicos se presentan en
cantidades muy altas (1.5 - 6% de C.O). La erosividad varia de acuerdo con
las cordilleras, predominando la media y alta en la Central y occidental y las
muy bajas en la Oriental.

El material parental predominante de los Andisoles del pais es el piroclastico

y, fundamentalmente, el de las cenizas volcénicas.

La transformacion mineral se centra fundamentalmente, en la alteracion de
los materiales vitreos a al6fanas con tendencia a aquellas de bajo grado de
ordenamiento, dado que la gibsita e imogolita son muy escasas. El resultado
de este proceso se constata en su morfologia caracterizada por manifestar
horizontes A espesos (30 - 50 cm. aproximadamente), color pardo a pardo
amarillento, estructura grumosa y granular fina, alta porosidad total,
densidades aparentes bajas, estabilidad estructural alta, permeabilidad y
movimiento del agua altos por lo cual las pérdidas de elementos también lo
son, altos contenidos de materiales organicos que tienden a favorecer la

formacion de complejos Al-humus.

Dentro de las caracteristicas quimicas resaltan los valores de pH &cidos y
ligeramente acidos, las bajas saturaciones de bases, las altas capacidades
de Intercambio, la alta retencion fosférica, al igual que los valores altos en
materiales organicos, con dominancia de compuestos de bajo grado de

polimerizacion y abundantes huminas.



Las caracteristicas y propiedades de los Andisoles y su localizacion, muchas
veces en condiciones de pendientes pronunciadas y alta humedad, los hace
susceptibles a la degradacion estructural y a la erosién en sus diferentes
manifestaciones, en especial cuando se ha eliminado la cobertura del bosque

o el sombrio en los cafetales. (12, 13, 14, 36)

Otros tipos de suelos pueden clasificarse bajo parametros similares a los
Andisoles, tales como los Podsoles o los Inceptisoles, Sin embargo se han
establecido criterios fisicos, quimicos y de campo seguros para

diferenciarlos, aparte de la evidencia derivada de la geografia del area. (15)
4.2 MATERIA ORGANICA

La materia organica y su producto coloidal de sintesis biolégica, el humus,
constituyen la fraccion organica del suelo, incluyendo a los macro, meso y
microorganismos. Los residuos organicos, de cualquier naturaleza, llegan o
estan en el suelo y en su superficie e inician un proceso de mineralizacién,
lento o rapido, en funcién de sus componentes, accion biolégica de la fauna y

flora edéfica, caracteristicas climaticas y podoldgicas.

El humus esta asociado a productos de muy diversa composicién y
evolucion, pero resultantes de sintesis bioldgica o maduracion climatica y con
caracteristicas coloidales; su accion en el suelo es mdltiple e incluye
aspectos de fertilidad, estabilidad estructural, regulacién de la temperatura,
capacidad de intercambio, acciones biolégicas variadas y dinamica de

elementos.



Los componentes mas abundantes de la materia organica son las celulosas,
las hemicelulosas y la lignina. La estructura y composicion de estas
sustancias influye sobre su facilidad de alteracion, al igual que sobre los

productos resultantes de ella.

Los constituyentes organicos normalmente se presentan en cantidades muy
inferiores a la fraccion mineral, no obstante su papel es muy importante, para

la evolucion y las propiedades de los suelos.

La distribucién de la materia organica en los suelos de Colombia varia de
acuerdo a la region del pais sometida a estudio. Asi por ejemplo, la Region
Andina presenta una gama variada de climas, materiales parentales y
relieves, por tanto los contenidos de materia organica dependen de ella. En
las &reas donde priman los suelos Andisoles, el presupuesto del componente
organico es muy alto a causa del complejo duradero y resistente entre las
aléfanas y las sustancias humicas provenientes de la sintesis de los

compuestos organicos, o del complejo Al-humus. (36)

4.2.1 Evoluciéon de los Constituyentes Organicos. La transformacion de
la materia organica puede llegar a la mineralizacion total de los compuestos
organicos dando lugar a productos inorganicos sencillos como CO2, NHs,
H20, etc.

La humificacion es responsable de la acumulacién de la materia organica en

el suelo mientras que la mineralizacion conduce a su destruccion.

En la transformacion de los restos organicos se pueden diferenciar tres

etapas sucesivas.



4.2.1.1 Transformacién Quimica Inicial. Es una alteracién que sufren los
restos vegetales antes de caer al suelo. Las hojas son atacadas por los
microorganismos, en el mismo arbol, y se producen importantes
transformaciones en su composicion y estructura. Consiste en pérdida de

sustancias organicas y elementos minerales como P, N, K, Na.

4.2.1.2 Acumulacion y Destruccién Mecanica. La hojarasca, ramas, tallos,
etc. se acumulan sobre el suelo y se van destruyendo mecanicamente,
fundamentalmente por la accion de los animales que reducen su tamario, lo

mezclan con la fraccién mineral y lo preparan para la posterior etapa.

4.2.1.3 Alteracion Quimica. En esta etapa se produce una intensa
transformaciéon de los materiales organicos y su mezcla e infiltracion en el
suelo. Los restos organicos en el suelo pierden rapidamente su estructura
celular y se alteran a un material amorfo que va adquiriendo un color cada
vez mas negro, con una constitucion y composicién absolutamente distintos
de los originales. Poco a poco los restos transformados se van
desintegrando, difuminandose en el suelo y finalmente se integran totalmente

con la fraccion mineral, formando parte intima del plasma basal del suelo.

Las principales vias de evolucion especifica para cada familia de sustancias,

son las siguientes:

> GLUCIDOS (azucares sencillos, hemicelulosa, celulosa): hidrolisis,
celuldlisis.

> PROTIDOS (acidos aminados, péptidos, proteinas): protedlisis.

A\

LIPIDOS (ceras, ésteres complejos): saponificacion, hidrolisis.
» POLIMEROS FENOLICOS (pigmentos, lignina, taninos): hidrolisis,

oxidacion.(36)



El papel de los microorganismos es decisivo para el desarrollo de estos
procesos. Los microorganismos necesitan del carbono como fuente de
energia (oxidan el C y lo devuelven a la atmésfera como COz) y el nitrégeno
para incorporarlo a su protoplasma y ambos los toman de los restos
vegetales. Cuando se incorporan los restos organicos al suelo se produce
una intensa actividad microbiana, debido a la abundancia de restos
facilmente atacables. Después disminuye la actividad al ir quedando los
restos mas estables que sélo pueden ser descompuestos por los organismos

mas agresivos. (16,17)

Ya que los microorganismos pueden sintetizar e incorporar a sus tejidos las
sustancias que han degradado, cuando mueren pasan a formar parte del

humus del suelo aportando asi otras sustancias tales como:

> PROTEINAS: reserva protoplasmica de N organico.

> POLISACARIDOS SENCILLOS NO AMINADOS: estas sustancias
pueden adsorberse facilmente sobre las arcillas y contribuyen a
estabilizar la estructura del suelo.

» PIGMENTOS OSCUROS: estas sustancias contribuyen a la coloracion
parda u oscura de los suelos. El tipo mas corriente de polimero
fendlico oscuro procede de la oxidacibn enzimatica de ciertos
sustratos fendlicos sencillos; su polimerizacion se lleva a cabo fijando

cadenas proteicas.(36)

En las Figuras 1 y 2 se representan los diagramas que muestran los

diferentes pasos en la transformacion de la materia orgéanica.



Figura 1. Ciclo de la materia organica en el suelo

Mineralizaciéon Asimilaciéon
Mas o menos A
lenta
RESTOS CO2, H20, NHs, 3
VEGETALES > NO3, POg4, SO4
Simplificacion
Molecular
<€<— Fijacion N Atmosférico
<—| Polimerizacion
<€— Neosintesis ——
Reorganizacion
<
Mineralizaciéon
Y Lenta
COLOIDES | - - - - - _— _ > CO2, H20, NHs, _———)
HUMICOS NO3, POg4, SO4
Y
Lixiviacién
Fe,Al,Ca,Mg, | _ _ _ _ _ _ _ > COMPLEJOS SOLUBLES O
Arcillas, Alofanas COMPLEJO ADSORBENTE




Figura 2. Sintesis del humus y de sus acidos caracteristicos.
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4.3 Complejos Organominerales

Es notable la facilidad con la que la materia organica tiende a unirse con la
fraccidn mineral, en particular con los cationes, arcillas y 6xidos de hierro y
aluminio, formando complejos organominerales cuyas caracteristicas se
relacionan con la mayor parte de las propiedades fisicas y quimicas de los

suelos.

El tipo de complejos organominerales esta influenciado por las caracteristicas

del suelo. Veamos dos situaciones distintas.
4.3.1 Suelos Neutros, Aireados y Biol6gicamente Activos

En estas condiciones, la humificacion es muy intensa, llegando hasta acidos

hamicos o huminas, poco méviles y de elevado peso molecular.

En estas condiciones la arcilla es estable, existen en el medio cationes de
Calcio, Magnesio, y Potasio, entre otros, que actian como coagulantes y se
obtiene un complejo materia organica-Ca**-arcilla que permanece floculado,

(es estable) y favorece la formacién de estructura en el suelo.
4.3.2 Suelos Acidos y Biolégicamente Poco Activos

En este suelo la materia organica no se polimeriza, existen muchos
compuestos organicos acidos poco polimerizados, hay poca actividad
microbiana. En estas condiciones la materia organica tiene un fuerte caracter
acido. Las arcillas son inestables y se mineralizan. En el suelo hay pocos
cationes (medio acido) pero a valores de pH menores de cuatro, existen
Fe*** y AlI*** en la solucion del suelo y se forman complejos 6rganominerales
materia organica-Fe*** y materia organica-Al*** que son solubles o

seudosolubles dando lugar al proceso de podsolizacion.



4.4 Propiedades de la Materia Organica

La materia organica tiene una gran importancia en la génesis y fertilidad del

suelo.

4.4.1

Propiedades Fisicas.

Confiere al suelo un determinado color oscuro.

Estructura: Da lugar a una buena estructura, estable. Las sustancias
hamicas tienen un poder aglomerante, las cuales se unen a la fraccion
mineral y dan buenos floculos en el suelo originando una estructura
grumosa estable, de elevada porosidad, lo que implica que la
permeabilidad del suelo sea mayor.

.Tiene una gran capacidad de retencién de agua lo que facilita el
asentamiento de la vegetacion, dificultando la accion de los agentes
erosivos. La materia organica es por tanto una fase que reacciona con

la solucion del suelo y con las raices.

La temperatura del suelo es mayor debido a que los colores oscuros

absorben mas radiaciones que los claros.

Protege al suelo de la erosion: Los restos vegetales y animales
depositados sobre la superficie del suelo lo protegen de la erosion
hidrica y edlica. Por otra parte, como ya hemos mencionado, el humus
tiene un poder aglomerante y da agregados que protegen a sus

particulas elementales de la erosion.



4.4.2

4.4.3

Protege al suelo de la contaminacion. La materia organica adsorbe
plaguicidas y otros contaminantes y evita que estos percolen hacia los

acuiferos.

Propiedades Quimicas.

Capacidad de cambio: La materia organica fija iones de la solucion del
suelo, los cuales quedan débilmente retenidos, estan en posicion de
cambio, evita por tanto que se produzcan pérdidas de nutrientes en el

suelo.

Influye en el pH. Produce compuestos organicos que tienden a
acidificar el suelo. Un humus adecuado confiere capacidad tampén al

suelo.

Influye en el estado de dispersion / floculacion del suelo.

Es un agente de alteracién por su caracter acido. Descompone los

minerales.

Propiedades Biologicas

Las sustancias humicas aportan nutrientes a los microorganismos y es
fuente de energia para ellos, convirtiéendose en componentes

fundamentales para su desarrollo.



45 COMPOSICION DE LA MATERIA ORGANICA

La Materia Organica del suelo puede ser dividida en Sustancias HUmicas y
No Humicas. Las sustancias no humicas estan formadas por compuestos
reconocibles tales como &cidos grasos, carbohidratos, lipidos, aminoacidos, y
proteinas; mientras que las sustancias humicas constituyen una serie de
sustancias de alto o bajo peso molecular formadas por reacciones
secundarias de sintesis que forman grupos heterogéneos que no estan
definidos por una composicién determinada sino que se establecen en base
a su comportamiento frente a determinados reactivos segun sean solubles o
precipiten. EI comportamiento de estas fracciones caracteriza muchas veces
la génesis y la evolucion de los suelos; sin el conocimiento de éstas
dificilmente podrian explicarse procesos como los de podsolizacién,

andolizacién, mecanizacion, etc.

En La Figura 3 se aprecia un diagrama que representa la composicion

quimica de la materia orgénica.



Figura 3. Distribucion de los constituyentes organicos en el suelo.
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Las diferentes fracciones de la materia organica que interesa resaltar son:
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disolventes no polares, pero facilmente dispersables en las soluciones
acuosas de los hidroxidos y sales basicas de los metales alcalinos
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tratamiento de los acidos o los demas cationes.




Desde el punto de vista estructural, poseen pesos moleculares que varian
entre 50000 y 100000, su molécula parece estar constituida por un nucleo de
naturaleza aromatica mas o menos condensada, y de una region cortical con
mayor predominio de radicales alifaticos, presentando en conjunto el caracter
de heteropolimeros condensados. Su polimerizacibn es alta y en su
estructura se presentan moléculas esféricas (NH2 y COOH), con proteinas y
ndcleos quinoénicos con Nitrégeno fijado bajo formas NHs4 — NHz, a veces

heterociclicos. (36)

4.5.2 Acidos Fulvicos: Constituyen una serie de compuestos sélidos o
semisolidos, amorfos de color amarillento y naturaleza coloidal, facilmente
dispersables en agua y no precipitables por los acidos, susceptibles en
cambio de experimentar floculaciébn en determinadas condiciones de pH y
concentracion de soluciones de cationes no alcalinos. Con pesos
moleculares que varian entre 500 y 2000 poseen una composicion dominada
por compuestos tanicos, urénidos y aminoacidos. En los acidos fulvicos mas

méviles abundan &cidos organicos y compuestos fenolicos.(36)

4.5.3 Huminas: Son materia organica que ha interaccionado fuertemente
con materiales arcillosos y de extraccion dificil con los reactivos alcalinos.
Son &cidos fijados en las arcillas por intermedio de puentes cationicos, 0

precipitados después de una degradacion microbiologica o quimica.

Cada una de estas fracciones juega un papel muy importante en el destino
gue tomen los contaminantes organicos introducidos en un sistema natural.
(19,20)

Hasta hace escasamente pocos afos (1980), los estudios sobre la fraccién
humificada se centraban casi exclusivamente en las fracciones extraibles por

los reactivos alcalinos, &acidos humicos y acidos fulvicos, aludiendo



solamente a la fraccibn humina como el residuo insoluble en los reactivos
habitualmente utilizados. Es asi como Rice y MacCarthy (1988) hacen notar
que solamente el 4% de las citas bibliograficas encontradas en el Chemical
Abstracts bajo los términos de acidos humicos, acidos falvicos y sustancias
hamicas corresponden al término humina y ademas de una a tres de estas

referencias esta incorrectamente citada. (21,22)

Sin embargo, el elevado porcentaje de fraccion humina, que alcanza en
algunos suelos el 80% del carbono total hacia suponer el desarrollo de
estudios conducentes a un mejor conocimiento de esta fraccion, la cual
constituye un grupo de sustancias heterogéneas y relativamente diferentes
entre si, cuyo origen puede tener lugar mediante la via de herencia o la de

neoformacion.
Los principales tipos de huminas son:

4531 Humina de Herencia o Residual. Este tipo de humina se
aproxima a la materia organica fresca. Esta constituida por particulas de
densidad menor de 1.8 g/cc pero que al contrario que la materia organica
fresca, se hallan retenidas en los agregados de la fraccién pesada del suelo
mediante uniones que no se rompen por medio de la agitacion mecanica
comun pero si por la accion del ultrasonido, debido a que ésta se encuentra
débilmente ligada a las arcillas de los suelos mediante una serie de enlaces
labiles. Esta fraccion se supone derivada directamente de la lignina mediante
una transformacion incompleta sin pasar por una fase soluble, en la cual se
incrementan los grupos COOH. El mecanismo de formacion consistiria en
una pérdida de grupos metoxilos de la lignina con la adquisicion de grupos

carboxilos formando uniones labiles con las arcillas. Es mayoritaria en



aguellos suelos que tienen una vegetacion de dificil biodegradacion.(22,
23,24,36)

4.5.3.2. Humina de Insolubilizacion. Se genera a través de un proceso
de neoformacién que implica la insolubilizacion progresiva de precursores
solubles de naturaleza fendlica a menudo ligados a compuestos peptidicos.
Ha seguido en su formacion una via de humificacién indirecta, que requiere
la presencia de cationes complejados para que los productos solubles
(compuestos fendlicos, taninos, mondémeros de lignina) evolucionen a formas
complejas insolubles a través de una polimerizacion progresiva. Esta se
encuentra irreversiblemente ligada a la fraccién mineral por medio de enlaces
gue solo pueden ser destruidos por medio de agentes quimicos que rompen
la union con los silicatos. Asi se obtiene la humina unida al hierro y la humina
unida a la arcilla o de insolubilizacion. Al finalizar el tratamiento se obtiene un

residuo llamado humina no extraible

45.3.3 Humina Microbiana. La neoformacién por accién microbiana
genera este tipo de humina, integrada por polisacaridos, por poliuronidos y
azucares aminados; su accion agregante en el suelo es responsable de la
estabilidad, de la estructura y de las condiciones fisicas favorables, en los

medios en que se encuentra. (25,26)

4534 Humina Evolucionada por Maduraciéon. Esta humina resiste
muchos de los reactivos de extraccion y se caracteriza por presentar nucleos

aromaticos bien condensados. (36)

El conocimiento de la fraccibn humina es esencial en las modernas
clasificaciones bioquimicas del humus que tienen en cuenta la mayor o
menor evolucion y madurez del humus en funcién de la proporcion de

huminas evolucionadas y heredadas. (23)



4.6 PURIFICACION DE LAS SUSTACIAS HUMICAS

Son numerosos los métodos ensayados para la purificacion de diversos tipos
de material humico, sin embargo entre los mas importantes y aplicados se
encuentran el tratamiento con resinas de cambio, dialisis, procesos de
liofilizacion, disolucion de cenizas con mezclas acidas como HCI-HF. Los
métodos basados en el uso de resinas, especialmente de intercambio iGnico
suelen ser especialmente eficaces en la purificacion de las sustancias

humicas.

El uso de resinas de cambio esta basado en fendmenos de intercambio. Un
intercambiador iGnico consiste en una matriz insoluble, a la cual se han
ligado covalentemente grupos cargados. Los grupos cargados estan
asociados a contraiones moviles, que pueden ser intercambiados
reversiblemente con iones de igual carga, sin alterar la matriz. La unién del
contraion al intercambiador es debida a fuerzas electrostaticas entre ellos. Al
iniciarse el proceso, las cargas del intercambiador estan balanceadas por
contraiones con otro i6n de igual carga, de tal forma que el proceso total en

una zona dada es eléctricamente neutro.

Actualmente se utilizan materiales sintéticos como matriz, ya que presentan
mayor capacidad, estabilidad quimica, mecanica y térmica frente a oxidantes.
Entre las matrices mas utilizadas se encuentran las resinas de poliestireno,

resinas de tipo fenol-formaldehido, celulosa, sacarosa y dextrano.

Ademas de las resinas de intercambio, estudios recientes muestran el uso de
resinas de adsorcién como son la Amberlita XAD-16 (polimetilmetacrilato), y
las columnas de polivinilpirolidina (PVP) insoluble. Las resinas de Adsorcion

Amberlita estan constituidas por un adsorbente polimérico suministrado en



forma de esferas blancas insolubles. Es un material no iénico, hidrofobico,
constituido por un polimero de enlaces cruzados de los cuales se derivan sus
propiedades adsortivas (contiene tanto una fase de polimero continuo y una
fase porosa continua) Poseen una alta area de superficie y su naturaleza es
aromatica. El adsorbente polimérico XAD-16 es producido para adsorber
moléculas hidrofébicas de solventes polares y componentes organicos
polares de flujos de vapor. Su caracteristica distribucion de tamafio de poros
hace de esta resina una excelente opcion para la adsorcion de sustancias

organicas.



4.7

CARACTERIZACION DE LA FRACCION INSOLUBLE HUMINA

La caracterizacion de las diferentes fracciones que integran el humus abarca

innumerables métodos, algunas de estas técnicas y el fundamento en que se

basan son:

4.7.1

>

4.7.2

METODOS FISICOS

Separacion por densimetria de los materiales humificados de aquellos

con menor o ningun grado de humificacion.
Determinacion de densidad Optica (tipo de radicales y estructuras) y
coeficientes de color (absorcién de luz visible a 472 y 664 nm),

mediante espectroscopia.

Determinacion de formas, tamafios y pesos por cromatografia sobre

geles calibrados, filtrados, etc.

METODOS QUIMICOS

Determinacion de la composicion elemental, en especial C, H, O, y N.

Determinacion de las formas organicas de N, P, S.

Determinacion de grupos funcionales, en especial carboxilicos,

fendlicos y alcohdlicos.

Extracciébn de &cidos fulvicos y humicos y caracterizacion de los

compuestos no extraibles (huminas de diferente origen y naturaleza).



» Caracterizacion de carbohidratos, lipidos y aminoacidos.

En las caracterizaciones y determinaciones de las sustancias humicas las
técnicas mas utilizadas son las de Resonancia Magnética Nuclear,
Espectrometria de Masas, Pirolisis, Infrarrojos, Analisis Térmico — diferencial,

rayos X, etc. (36)



5. METODOLOGIA

5.1 UBICACION GEOGRAFICA

El estudio se realiz6 tomando muestras de un suelo Andisol ubicado en la
Vereda La Aurelia, Municipio de Cajibio, Departamento del Cauca; cultivado

con café y perteneciente a la asociacion de caficultores de la vereda.

Antes de iniciar la operacién de muestreo se dividio el area total en unidades
uniformes. Teniendo en cuenta para ello aspectos tales como el relieve,
vegetacion, tipo de cultivo, manejo del suelo, etc. Una vez seleccionada la
unidad de muestreo, éste se realiz6 completamente al azar recorriendo el
area definida en zig-zag, extrayendo de 10 a 15 submuestras de suelo con
una pala de forma cuadrada, de los primeros 40 cm de profundidad,
eliminando los bordes y la vegetacion superficial de ellas. Con esta
profundidad se pretendié abarcar la totalidad del horizonte A, debido a que
en él se encuentra la capa arable y el mayor contenido de Materia Orgéanica.
Posteriormente las submuestras se colocaron en un balde, para romper los
terrones, homogeneizar bien y eliminar los restos de vegetacion, como
raices, rastrojos, palitos, etc. y asi obtener una muestra compuesta que
posteriormente fue llevada al Laboratorio de Agroquimica, donde se sometio
al proceso de secado. Una vez seca, se procedié a tamizar; utilizando para
ello un tamiz de malla 2 mm y se empaco e identificO de manera adecuada.
(27)



5.2 ANALISIS FiSICOS Y QUIMICOS DE LA MUESTRA DE SUELO
5.2.1 Determinacién de Textura.

La textura del suelo es una propiedad fisica muy importante para evaluar
propiedades tales como pronosticar la capacidad de Intercambio Cationico,
como parametro para clasificar un suelo y para evaluar la cantidad de suelo
perdido por erosion. El método aplicado fue el de Bouyoucos que consiste en
determinar la cantidad de sdlidos en suspension por medio del Hidrémetro a

diferentes tiempos.

El método de Bouyoucos se fundamenta en la Ley de Stokes (1951) que
depende de la proporcion en que caen las particulas en un fluido viscoso y

de la medida de esa proporcion.
5.2.2 Determinacién de Humedad.

Para esta prueba se pesaron 10,06 g de suelo en una capsula de porcelana
previamente tarada, y se llevaron a una estufa por 24 horas a 105 °C. Con la

diferencia de pesos se determino la humedad de la muestra.
5.2.3 Determinacion de pH.

El pH se determind por medio del método potenciométrico, basado en la
comparacion del potencial eléctrico producido por los iones H* en la solucion,
con el potencial constante que produce un electrodo patron o de Calomel.
Los iones H* son detectados por un electrodo de hidrogeno. La medicién de
pH se realizé utilizando una suspensién de suelo: agua relacion 1:1; asi se
pesaron 20,02 g de suelo y se les adicion6 20,0 mL de agua destilada. Se

agito intermitentemente durante 1 hora y luego se midio el valor de pH.



5.2.4 Determinacion de Materia Organica.

Para realizar esta determinacion se utilizé el método de Walckley — Black,
gue consiste en oxidar el carbono organico presente en el suelo. El oxidante
utilizado es Dicromato de Potasio (K2Cr207 1N) y H2SO4 concentrado. La

reaccion que generada fue:

K2Cr207 + H2SO4 + Corganico — Crz(SO4)3 + CO2 + K2SOs4 + H20

Por este método se extrajo el carbono facilmente oxidable y con un
rendimiento del 77%, el carbono restante es grafito o carbdn vegetal que no

se oxida facilmente.

Como subproducto de la reaccién quedd materia organica que no se oxidd y
K2Cr207 sin reaccionar entonces se valoro volumétricamente el K2Cr207 con
una solucion de sulfato ferroso amonico. La reaccion que se presento es la

siguiente:

K2Cr207 + H2SO4 + 6Fe(S04)2(NHa4)2 ¢ 6H20 — Cr(SO4)s + 3Fe2(S0a4)3 +
(NH4)2S04 + K2 SO4 + 13H20

5.2.5 Determinacién de Nitrégeno.

El método usado para la determinacion cuantitativa de Nitrégeno fue el de

Kjeldahl, el cual esta basado en tres etapas:



> OXIDACION DE LA MUESTRA

La muestra de suelo se traté con acido sulfarico y catalizadores con el
propésito de oxidar la materia organica y convertir el nitrégeno en sulfato

acido de amonio segun la siguiente reaccion:

H2S04
N organico + CO2 + NH4HSO4 + H20
Catalizador

> DESCOMPOSICION DEL SULFATO ACIDO DE AMONIO

El sulfato acido de amonio se descompone por medio de un exceso de
alcali para liberar el amoniaco el cual se recogié por destilacién sobre

acido boérico. Las reacciones fueron:

NHsHSOs4 + 2NaOH — » NH3 + NaxS0Os + 2 H20
NHsOH + H3BO3z —— NHsH2BO3 + H20

> TITULACION DEL BORATO DE AMONIO

El borato de amonio formado en el paso anterior se valor6 con HCI 6
H2S0O4 usando como indicador de punto final una mezcla de rojo de metilo

y azul de metileno. La reaccion correspondiente fue:

NHsH2BOs + HCI — NH4Cl + Hs3BOs



5.2.6 Determinacién de la Acidez Intercambiable.

Esta hace referencia a las especies catidnicas que generan acidez potencial
o cambiable, tales iones son el H* y Al*3,

La metodologia seguida consisti6 en agitar la muestra de suelo con una
solucién neutra de KCI 1N que produjo un desplazamiento de todos los iones
presentes en el suelo, liberando asi los iones H* y Al*3, los cuales son
titulables con soda en presencia de fenolftaleina. Una vez titulados estos
iones, quedando en forma de Al(OH2)s*? se valora el Al*® presente en forma

hidratada de acuerdo a la siguiente reacciones:

Al(OH2)s*2. OH + 2 CI — AI(OH2)sCI20H

Al(OH2)sCI2OH + 6 NaF —  NasAlFe+ NaOH + 2 NaCl + 5H20

El NaOH producido se titula con HCIl y como la cantidad de NaOH depende
de la cantidad de AICIs, el numero de miliequivalentes de acido clorhidrico
empleados para neutralizar el NaOH seréa igual al numero de miliequivalentes
de Al*3,

5.2.7 Determinacién de la Capacidad de Intercambio Catiénico y Bases

de Cambio.

El método utilizado se baso en desplazar todos los cationes presentes en el
suelo y reemplazarlos por otro cation, en este caso el NH4*. El suelo seco,
tamizado y muy fino, se saturé con acetato de amonio 1N pH 7, tratando de
conseguir la maxima saturacion y estabilidad. El ion amonio se desplaz6 con

Na*, (NaCl al 10%), formandose NH4Cl y se determind agregando formol



neutralizado al 40% vy titulando el HCI generado con NaOH 0.1N en presencia

de fenolftaleina, de acuerdo con la siguiente reaccion.
NH4Cl + CH20 ——  HCI + CH2NH + H20

Las bases cambiables son los metales alcalinos y alcalinotérreos adheridos a
las arcillas y a la materia organica del suelo que pueden ser cambiados entre
si 0 con otro i6n cargado positivamente de la solucion del suelo. La
cuantificacion de las bases de cambio se basa en la extraccién con acetato
de amonio normal y neutro. Los cationes desplazados (Ca, Mg, Na, K) se
pueden determinar mediante técnicas espectrofotométricas. (36)

5.2.8 Determinaciéon de Fésforo.

El método utilizado para esta determinacion fue el de Bray II, en el cual el ion
fluoruro precipité el calcio soluble extrayendo asi las formas de P-Ca mas
solubles. Una vez extraido el fésforo se procedié a su determinacién por el
método colorimétrico, el cual consiste en formar un complejo del fésforo con
acido molibdico. El método cloro molibdico utiliza una solucién de HCI -

(NH4)sM07024 #4H20 el cual reacciona con HsPO4 para produce H2MoOa.

H2MoOs4 + 12H3POa — » [P(M03010)4] + 12H20

Este hetero compuesto incoloro por reduccion forma un compuesto de color

azul que absorbe a 660 nm.



La reduccion se realizé con acido ascorbico.

5.2.9 Determinacion de Elementos Menores

Para la cuantificacion del Fe, Mn, Cu, Zn se us6 una solucién de Acido
Etilendiaminopentacetico (DTPA) ya que este es un extractante adecuado
para analizar estos elementos en el suelo. Para ello se realiz6 una extraccion
con solucién de Acido Etilendiaminopentacetico (DTPA), tamponado a pH 7.3
con trietanolamina (TEA) y HCI, y la determinacion se llevdo a cabo por

Espectrofotometria de Absorcién Atémica.

53 FRACCIONAMIENTO DE LA MATERIA ORGANICA DEL SUELO.

Esta etapa se refiere al estudio pormenorizado de la Materia Organica. El
fraccionamiento detallado del humus permite apreciar una serie de
diferencias en los suelos que por andlisis de rutina pasan desapercibidas.

Para la extraccion de la fraccion humina, fue necesario primero fraccionar la
materia organica del suelo, con el objeto de separar las sustancias humicas

de la materia organica fresca o no humificada.

5.3.1 Separacion de la Materia Organica no Humificada, de la Fraccion

Humificada

Con el objeto de comparar la eficacia del método en la separacién de la
materia organica fresca o no humificada, de la humificada se aplico a una

muestra la metodologia densimétrica y a otra la granulométrica.

El método densimétrico consistio en utilizar solventes organicos densos,

como el bromoformo, a través de los cuales se liberaron los materiales



organicos poco transformados (livianos) de los ya transformados o ligados,
mediante la utilizacion de centrifugacion a 3600 r.p.m. En este caso es muy
importante tener en cuenta que el tratamiento mecanico, debe ser controlado

de tal manera que la desnaturalizacion sea minima

El método granulométrico consisti6 en que los agregados del suelo
considerados normalmente estables en agua, fueron disociados por
tratamiento mecanico moderado, en microagregados y complejos organico-
arcillosos, que fueron separados después por granulometria. Este
tratamiento produce el minimo de desnaturalizacion y hace posible estudiar
los compuestos organicos de las fracciones dispersables o no, en agua.
(28,29)

En las Figuras 4 y 5 se detallan los procedimientos realizados para las dos

metodologias aplicadas.



Figura 4. Método Densimétrico para Separacion de Materia Organica

Humificada.
10 g de suelo seco
al aire y tamizado
por malla No 2
\ 4
Afadir 50 mL de Bromoformo-Alcohol (1.6 a/cc)
Agitar 3 min.
Centrifuaar 30 min. a 3000 r.n.m
Filtrar en papel filtro seco a 105 °C y pesado.
|
| |
Fraccién Liviana Fraccién Pesada
Residuo papel filtro Residuo en fondo del tubo.
l 1
Lavar con Alcohol Afadir 50 mL de Bromoformo-

1 Alcohol (1.6 g/cc) y
repetir procedimiento

Secar a 50 °C en estufa I
|

Pesar v determinar % C Reunir fracciones
T equivalentes
Materia Organica ]
Fresc_a_ o No Residuo
Humificada I

Lavar con alcohol. Secar en el
tubo al aire y luego a 50 °C en
estufa

|
Determinar % C

|
Materia Organica Humificada




Humificada

Figura 5. Método Granulométrico para Separacion de Materia Organica

35 g de suelo seco al aire y tamizado a malla 2

\

Afnadir 200 mL de agua destilada. Agitar
por 16 h. en agitador mecanico.

v

Tamizar en himedo la suspension por malla 100 y
53 p hasta no observar particulas en el agua

Fracciéon No Humificada Fracciéon Humificada

(Mayor de 50u)

(Menor de 50u )

Secar en estufa a
45 °C por 48 h.

Secar en estufa a
45 °C por 48 h.

Pesar y Determinar
%C, %N.

Pesar y Determinar
%C, %N.

Materia Orgénica
Fresca (MOF)

Materia Orgénica
Humificada (MOH)




5.3.1.1 Analisis Quimicos de las Fracciones de Materia Organica

Obtenidas por el Método Granulométrico y Densimétrico.

A las fracciones obtenidas por las dos metodologias se les practico los
analisis de Humedad, % de Carbono y % de Nitrdgeno con el objeto de
evaluar la relacion C/N y dilucidar el grado de separacion de cada una de las

fracciones.
5.3.2 Separacion y Cuantificacion de Humina Heredada.

Esta se llevd a cabo sobre la Materia Organica Humificada obtenida por cada

uno de los métodos. En Figura 6 se describe el proceso.



Figura 6. Extraccion De Humina Heredada.

Materia oraanica Humificada. Tomar2 a5 a

Afadir 50 mL de Bromoformo-Alcohol (1.6a/cc)

Accidn de Ultrasonidos, 30 seg. 150 watts. 20 kHz

Centrifugar 10 min. a 4.000 r.p.m

Filtrar en papel filtro seco a 105 °C y pesado

Residuo sobre
el papel filtro

|
Secar al aire

Secar en estufa
a 50 °Cy pesar

Determinar % C

Humina
Heredada

Residuo fondo del tubo
|

Repetir procedimiento. Reunir
fracciones equivalentes

|
Residuo
|

Secar dentro del tubo a 50 °C. Pesar.
|
Determinar % C

|
Fraccién Humificada

Reunir los
Sobrenadantes




5.3.3 Extraccién de la Fraccion Humina a partir de los Complejos

Organico - minerales.

El objetivo principal fue la separacién de la fraccion humina de los complejos
organico-minerales, tales como acidos humicos y acidos falvicos. Para ello se
realizaron extracciones sucesivas con Tetraborato de sodio (Na2B4O7) 0.1N,
que distingue enlaces electroestaticos, que son de facil rompimiento por

simple intercambio i6nico de las sustancias organominerales moviles.

Posteriormente se utilizo Pirofosfato de sodio (NasP207) 0.1N, para romper
los enlaces de coordinacién, mas especificamente uniones de materia
organica y arcillas. Por dltimo, se utilizé soluciones de NaOH 0.1N que
destruyen todos los enlaces organominerales aun presentes. De esta manera
se obtuvieron las diferentes fracciones de la materia organica humificada.
(1,30)

En la Figura 7 se presenta el procedimiento utilizado.



Figura 7. Separacion de la Fraccion Humina.

Fraccién Pesada.1a5a

Afiadir 100 mL de Tetraborato de Sodio 0.1N pH 9.7

Agitar 1 hora

Centrifugar 20 min. a 4000 r.p.m

I
Residuo
|

Repetir procedimiento hasta
agotar materia organica con
la mitad del volumen.

|
Residuo (1)
|

Repetir todo el procedimiento
con Pirofosfato de sodio 0.1N
pH 9.8-10

Sobrenadante
|

Reunir sobrenadantes
y aforarallL

|
Residuo (2)
|

Repetir todo el procedimiento
con Hidréxido de sodio 0.1N
pH 12

Sobrenadante
|

Reunir sobrenadantes
y aforarall

|
Residuo (3)
|

Secar a 50 °C. Pesary
Determinar %C

Residuo no
extraido o Humina

Sobrenadante
|

Reunir sobrenadantes
y aforarall

Tomar alicuota de 50
mL, llevar a sequedad
y determinar %C




5.3.4 Separacion de Acidos Himicos y Falvicos.

Con el objeto de evaluar el grado de humificacién de la materia organica y

para continuar la extraccion y purificacion de la fraccion humina, se procedi6

a separar los 4cidos humicos de los fulvicos.

Para realizar este proceso se partié de los sobrenadantes basicos obtenidos

en la extracciéon de la fraccidbn humina. El procedimiento seguido se muestra

en la Figura 8.

Figura 8. Separacion Acidos Himicos y Fulvicos.

Sobrenadantes de Tetraborato,
Pirofosfato e Hidroxido de Sodio

Llevar a pH 1 con H2SO4 Conc.

Reposar una noche en nevera

Centrifugar a 4000 r.p.m por 30 min.

I
Residuo
I
Lavar con NaOH 0.1N
I
Aforar a 50 mL
I
Determinar % C
I

Acidos Humicos

Sobrenadante

Evaporar a bafio

maria

Determinar % C

Fracciéon Fulvica




5.4 FRACCIONAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LA FRACCION
HUMINA.

5.4.1 Extraccién de los Componentes de la Fraccion Humina.

Este proceso se realizd sobre el residuo obtenido de la fraccion Humina,
basandose en el grado de reactividad de esta fraccion frente a determinados

reactivos quimicos.

Dentro del residuo no extraible o humina se conciben diversos tipos de
fracciones de acuerdo con la actitud o reactividad frente a los diferentes
agentes utilizados. Las uniones que se establecen entre la humina y la
fraccion mineral son muy resistentes, por lo tanto a través de la accion del
Ditionito de Sodio (Na2S204) se rompieron las uniones de la Materia Organica
con el Hierro y el Aluminio, liberando asi la materia organica ligada al hierro
(humina unida al hierro) que posteriormente fue separada mediante

tratamiento con NaOH 0.1N.

Se continuo la extraccion sucesiva con una mezcla de acidos HCI-HF, para
destruir las arcillas y liberar la materia Organica, permitiendo la extraccion
posterior con NaOH, separando asi la humina de insolubilizacion extraible

(humina unida a la arcilla) de la no extraible (humina retenida). (31, 32,33)

El procedimiento seguido se describe en la Figura 9.



Figura 9. Separacion de los Componentes de la Fraccion Humina

Fraccion Humina.1a4a
|
Adicionar 100 mL Ditionito de sodio al 1%
|
20 min. en bafio maria a 60 °C baio aaitacion.
I
Centrifugar 20 min. a 4000 r.p.m. Repetir 3 veces el procedimiento

Residuo Sobrenadante

I |
Afadir 100 mL de NaOH 0.1N Descartar

I
Aaitar 1 hora
|

Centrifugar 20 min. a 4000 r.p.m.
Repetir 3 veces el procedimiento

Residuo Sobrenadante
| |

Afnadir 50 mL de HCI-HF 1N Llevar a un volumen

| fijo. Tomar alicuotas

Aaitar ocasionalmente I

| |
20 min. en bafio maria a 60 °C Afiadir HCI con. pH 2. Reposar una noche a 4 °C
| |

Centrifugar 20 min. a 4000 r.p.m. Centrifugar 30 min. a 4000 r.p.m
Repetir 4 veces el procedimiento

Residuo de Humina Sobrenadante Humina
Unida al Hierro Unida al Hierro
| |
% C % C %

Carbono de humina unida al Hierro




Continuacién Figura 9: Separacion de los Componentes de la Fraccion
Humina.

| 1
Residuo Sobrenadante
| |
Afadir 100 mL de NaOH 0.1N Descartar
|
Aaitar 1 hora
|

Centrifugar 20 min. a 4000 r.p.m.

Residuo Sobrenadante
I [
Secar a 45 °C en estufa Llevar a un volumen fiio
I I
Pesar y determinar % C Tomar alicuotas
]
| [
Carbono de Humina de Anadir HCI con. pH 2. Reposar una noche a 4 °C
Insolubilizacién no Extraible |

Centrifugar 30 min. a 4000 r.p.m

Residuo de Humina Sobrenadante de
Extraible Humina Extraible
| |
% C % C % C

Carbono de Humina de Insolubilizaciéon Extraible




5.5 PURIFICACION DE LAS FRACCIONES DE HUMINA DE
INSOLUBILIZACION EXTRAIBLE Y HUMINA UNIDA AL HIERRO.

El residuo y sobrenadante correspondientes a la fraccion de humina de
insolubilizacion extraible y humina unida al hierro fueron sometidos a un
proceso de purificacion y limpieza. En ambos casos los residuos fueron
tratados con acido fluorhidrico para reducir su contenido de cenizas y luego
fueron dializados en una membrana de 12000 daltons, proceso que se llevo a
cabo hasta la ausencia de cloruros en el agua, dichas fracciones fueron
liofilizadas para su posterior caracterizacion. La purificacion del sobrenadante
de las dos fracciones separadas, se logré usando una columna de resina de
adsorcion del tipo Amberlita XAD-16 que adsorbe las moléculas de bajo a
mediano peso molecular y elimina las sales provenientes de los extractantes,
luego se pasaron a través de una resina de intercambio cationica, Rexyn 101
con grupos activos RSOs, que elimina la mayor parte de Na*
intercambiandolo por iones H*. Posteriormente se dializaron utilizando

membranas de celulosa de 3500 daltons y por ultimo se liofilizaron.

Los procesos seguidos se muestran en las Figuras 10y 11.



Figura 10. Purificaciéon Residuo de Humina de Extraible y Humina Unida al

Hierro.
Residuo de Humina Extraible v Humina unida al Hierro en NaOH
|
Afadir HCI 2N
|
Reposo 12 h.a 4 °C
|
Centrifugar 15 min. a 10000 r.p.m
]
| |
Residuo Sobrenadante
I I
Afnadir HCI-HF 1% Descartar
I
Aaitar periédicamente
|
Renosar una noche
|
Centrifugar 25 min. a 3600 r.p.m
|
Residuo Sobrenadante
| |
Redisolver en NaOH 0.5N Descartar
|
Centrifugar 10 min. a 12000 r.p.m
l
Sobrenadante Residuo
| |
Afadir HCI con. pH 1. Descartar
|
Centrifugar 15 min. a 3600 r.p.m
l
Residuo Sobrenadante
| |
Lavar con HCI dil. Hasta Sobrenadante claro. Descartar

Dializar con agua desionizada hasta fin de cloruros
|
Liofilizar




Figura 11. Purificacion Sobrenadante de Humina de Insolubilizacién

Extraible y Unida al Hierro.

200 mL Sobrenadante de Humina Extraible v Unida al Hierro
|

Concentrar a través de columna
Ae 10 ml Amherlita XAD-1A

Eluir con 50 mL de NaOH 0.7N
hasta cambio de pH

Concentrar eluido pasando por columna de
25 mL de intercambio i6nico Rexyn 101

Eluir con HCL 1N a un flujo de 30 gotas/min.
Hasta canpbio de pH

Pasar a través de membrana
de didlisis hasta fin de Cloruros

|
Liofilizar




55 CARACTERIZACION DE LA FRACCION HUMINA.

Con el objeto de realizar una caracterizacién preliminar de las diferentes

fracciones de humina obtenidas se hicieron los siguientes analisis:

» Determinacion de la Composicion Elemental. Este analisis se realiz6
sobre las muestras de suelo y los residuos de la extraccion usando
para ello un Analizador Elemental LECO-1000, para tal efecto las
muestras fueron enviadas al Laboratorio de Carbones de
INGEOMINAS.

» Espectroscopia Infrarroja. Se tomaron espectros IR de las huminas y
de las muestras de suelo para determinar los principales grupos

funcionales de las fracciones obtenidas.

» Relacion E4/EG6: las fracciones obtenidas se sometieron a mediciones
de las bandas de absorcion de 465 nm y 665 nm respectivamente;
esto con el objeto de determinar el grado de condensacién de las

moléculas.

» Otros analisis de laboratorio: se realizaron andlisis de laboratorio tales
como pH, Carbono organico por el método de Walckley-Black y
determinacion de Nitrogeno por el método Kjeldahl. Todo esto con el
fin de acercarse a las caracteristicas y la composicion quimica del
residuo extraido.(34,35)



6. ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 ANALISIS FiSICOS Y QUIMICOS DEL SUELO ANDISOL

Posterior a la obtencién y secado de la muestra, se procedioé a realizar el
andlisis fisico y quimico de la misma en el Laboratorio de Agroquimica de La

Universidad del Cauca. En la Tabla 1 se reportan los resultados obtenidos.



Tabla 1.

Analisis Quimicos.

ANALISIS FISICOS Y QUIMICOS DEL SUELO ANDISOL.

H C M.O. N CIN P c.l.C C.l.C Efec. Ca Sat. Ca Mg Sat. Mg K
P (%) (%) (%) (ppm) || meq/100g || meq/100g || meq/100g (%) meq/100g (%) meq/100g
5.22 96 || 165 | 0.85 | 11.3 | 2.2 65.6 2.4 0.96 40,0 0.28 11.7 0.13
Sat. Sat. Acidez Alumin. Sat.
Sg/to.)K Ca+|-<Mg/ meqN/iIOOg Na Bases [ Ca/Mg B_?gtes Inter. Inter. Al (pcp:)l:n) (pI;(ran) (phgrr]n) pi?n
(%) (%) ' meq/100g || meq/100g (%)
5.42 9.54 0.12 5.0 62.1 3.43 1.49 0.91 0.65 27.0 0.04 | 11.6 | 0.09 || 0.15
Anélisis Fisicos.
HUMEDAD | TEXTURA | CLASE TEXTURAL
(%) [ ARENA (%) ARCILLA (%) LIMO (%) |
10.7 [ 20 13 68 | FRANCO - LIMOSO
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De los datos consignados en la Tabla 1 se puede ver que el suelo analizado
se clasifica como Franco-Limoso. Esta clase textural asegura unas buenas
cualidades para el desarrollo de las plantas por presentar un adecuado nivel
de particulas finas, que brindan superficie activa, almacenaje de nutrientes y
agua y una fraccion gruesa que posibilita buena permeabilidad y aireacion.
Ademas tiene mayor tendencia a formar estructura, buena cohesion y

plasticidad.

El valor de pH de la muestra analizada indica un caracter fuertemente &cido,
sin embargo el contenido de Aluminio intercambiable se encuentra en un bajo
nivel asi como su porcentaje de saturacién de Aluminio, que no implica una
toxicidad fuerte por parte de este elemento. Por lo tanto la fuerte acidez se
puede atribuir probablemente al alto contenido de materia organica. La baja
actividad biolégica generada por la fuerte acidez disminuye el nivel de
mineralizacion o degradacion de los restos organicos, formandose
acumulaciones de estos cuyos grupos carboxilicos y fendlicos pueden

disociarse y liberar iones H*, o a la deficiencia de bases intercambiables.

La relacion C/N indica el ritmo de mineralizaciébn de la materia organica
convirtiéndose de esta manera en un parametro que sefiala la salud del
suelo, para conocerla son necesarias las determinaciones separadas del
Nitrégeno y del Carbono organico. Las concentraciones de ellos indicaran la
riqueza del terreno. En la muestra el valor de esta relacion esta dentro del

rango medio, indicando asi una mineralizacion normal.

La acidez intercambiable esta asociada con los sitios de intercambio i6nico
permanente y es debida principalmente a los iones de aluminio, hierro y
manganeso. El contenido de Aluminio en la muestra de suelo analizada es

bajo, lo mismo que su porcentaje de saturacién y se encuentran dentro de los
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niveles considerados no toxicos, se puede atribuir probablemente al alto nivel
de materia organica que tiene la capacidad de quelatar este elemento
impidiendo asi que pase a la solucién del suelo.

Actualmente, estd bien establecido que los coloides del suelo tienen un
caracter anfétero, evidenciado por su poder de retencidn de iones, debido a
cargas negativas y positivas libres en sus micelas; iones que pueden ser
intercambiados por otros que se encuentran en la solucion del suelo,
originAndose asi el fendmeno de intercambio i6nico. La muestra analizada
presenta un valor alto de Capacidad de Intercambio Cationico, atribuible
también al alto contenido de materia organica, ya que los coloides organicos
del suelo contribuyen a su aumento.

El contenido de Calcio es bajo aun cuando su saturacion es media. El
contenido de Magnesio es bajo, lo mismo que su saturacién. El nivel de
Potasio es bajo, pero su saturacion es alta, propia de este tipo de suelo. El
contenido de Sodio, asi como su saturacion son bajos. La relacion Ca/Mg es
normal. La relaciéon Ca + Mg/K es muy baja debido a la deficiencia de las dos
primeras bases.

La deficiencia de bases puede atribuirse a la perdida por lavado, como lo
evidencia el bajo valor de la Capacidad de Intercambio Efectiva (menor de 4)
0 a las continuas extracciones sin reposicion. Sin embargo el porcentaje de
saturacion de bases es alto, siendo 2.3 veces superior al de Aluminio
Intercambiable, factor favorable para este suelo, ya que genera que
predominen las bases beneficiando las propiedades fisicas, quimicas y

biolégicas del suelo, siempre y cuando se adecuen las niveles de las bases.

El nivel de fésforo es muy bajo, atribuido a la fuerte acidez que permite su

adsorcion por intercambio anionico o por sustituciéon isomoérfica o que se



precipite en forma de fosfatos insolubles que impiden la disponibilidad del

Foésforo nativo.

Ademas presenta una fuerte deficiencia de elementos menores (Fe, Mn, Cu,
Zn) probablemente debido a la fuerte quelatacion por parte de la materia

organica.

6.2 SEPARACION DE LA MATERIA ORGANICA FRESCA DE LA
FRACCION HUMIFICADA

Puesto que el aislamiento de la fraccion humina implica previamente la
separacion de la materia organica no humificada del suelo, de la materia
organica ligada o humificada; este fraccionamiento se realiz6 mediante la
combinacion de dos metodologias, una basada en las diferencias de
densidad de las fracciones y otra en las diferencias de tamafio entre los
constituyentes de los complejos Organominerales y otras particulas del

suelo.
6.2.1 Separacion Mediante Metodologia Granulométrica.

Para este procedimiento se parti6 de un peso inicial de 115.837 g de suelo
seco y tamizado en malla 2 mm. En la Tabla 2 se muestran los resultados

obtenidos.



Tabla 2. Distribucién de fracciones de acuerdo con el método

Granulométrico

FRACCION >50
(MOF) (9)

FRACCION <50u

MUESTRA (MOH) (g)

% %

ANDISOL 27.35 23.6 64.92 56.03

La mayoria de los procesos de transformacion de la materia organica en el
suelo son llevados a cabo por los microorganismos los cuales al utilizar las
sustancias como fuente de carbono para su crecimiento los degradan,
produciendo sustancias mas simples. En la Tabla 2 es posible observar que
la fraccibn menor de 50 u presenta un mayor porcentaje, lo cual muestra que
la cantidad de materia organica humificada que se encuentra unida a la
fraccion mineral es mayor que la no humificada. Con este resultado se puede
afirmar que la mineralizacibn de la materia organica es un proceso
fuertemente influenciado por aquellos factores que afectan la actividad
enzimatica y el crecimiento microbiano, corroborando una mineralizacion

normal dada por la relacion C/N.

6.2.2 Separacion Mediante Metodologia Densimétrica.

Para la aplicacion de este procedimiento se partio de 10 g de suelo seco y

tamizado en malla 2 mm. En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos.




Tabla 3. Distribucién de fracciones de acuerdo con el método

Densimétrico

Materia Organica

Materia Organica No
MUESTRA Humificada (MOH) (g)

el %
Humificada (MOF) (g)

%

ANDISOL 4.01 39.9 6.00 59.8

Los resultados de la Tabla 3 permiten observar nuevamente un mayor
porcentaje de materia organica humificada corroborando con esto los datos
obtenidos con el método granulométrico, también se observa que el
porcentaje de materia organica libre extraido presenta un aumento
considerable, esto se podria explicar por el hecho de que en este método no
existe una separacion de la materia organica comprendida entre 100 — 50 p
gue no corresponde a la materia organica libre ni a la humificada y que por lo
tanto se sumaria al valor obtenido para la materia organica libre ya que en la
centrifugacion no es posible separar esta fraccion, conduciendo de esta
manera a obtener un dato erréneo. Por lo tanto se puede analizar que es
mejor utilizar el método granulométrico, asi sea mas dispendioso por que

permite extraer adecuadamente las tres fracciones.
6.3 ANALISIS QUIMICO DE LAS FRACCIONES SEPARADAS
6.3.1 Método Granulométrico

Se realizé el andlisis de carbono y nitrégeno para las fracciones separadas
mediante el método granulométrico. Los resultados obtenidos se presentan
en la Tabla 4 y Figura 12.




Tabla 4. Analisis Fisicos y Quimicos de las Fracciones Separadas

por Granulometria.

Humedad C M.O. N
MUESTRA (0/0) (0/0) (0/0) (o/o) C/N
FRACCION
>50, (MOF) 7.85 7.28 12.55 0.86 8.46
FRACCION
<50y (MOH) 9.01 10.29 17.8 1.31 7.85
12+
& B%C
0% N
Variables OC/N

O N b O ©

1 2
MOF MOH

Figura 12. Andlisis Fisicos y Quimicos de las Fracciones Separadas

por Granulometria.

Analizando los datos presentados en la Tabla 4 y Figura 12 es posible
concluir que los porcentajes de Carbono y Nitrdgeno obtenidos para la
Fraccion Humificada son mayores que los de la no humificada corroborando
con esto la presencia de un mayor contenido de materia organica humificada
en el suelo y que la accion degradante ejercida por los microorganismos es
buena, lo cual permite la transformacion y oxidacion adecuadas de la materia

organica del suelo. La relacion C/N obtenida para la fraccidbn humificada,



indica que se ha dado una mayor transformacion en esta fraccion comparado
con la materia organica fresca lo cual es caracteristico de suelos bien

aireados.
6.3.2 Método Densimétrico

Para esta fraccion se realiz6 el andlisis de carbono y nitrdgeno. Los

resultados obtenidos se presentan en la Tabla 5y Figura 13.

Tabla 5. Analisis Fisico y Quimico de las Fracciones de Materia

Orgéanica Separadas por Densimetria.

Humedad C M.O. N
MUESTRA (%) (%) (%) (%) C/N
Materia Organica
Libre (MOF) 10.3 7.71 13.29 0.89 8.66
Materia Organica
Humificada 11.6 9.71 16.74 1.16 8.37
(MOH)

12
10

Variables

O N A~ O ©

Figura 13. Analisis Fisico y Quimico de las Fracciones de Materia

Orgéanica Separadas por Densimetria.



Los datos presentados en la Tabla 5 y Figura 13 permiten observar
nuevamente un mayor porcentaje de Carbono y Nitrogeno para la materia
organica humificada lo cual confirma los resultados antes mencionados. Sin
embargo en este caso no se aprecian diferencias significativas entre los
valores de C/N, esto como consecuencia de la presencia en la materia
organica fresca de compuestos organicos que aun estdn en proceso de

humificacion, lo cual provoca que se incremente esta relacion.

6.4 SEPARACION Y CUANTIFICACION DE HUMINA HEREDADA.

La humina heredada esta constituida por particulas de densidad menor de
1,8 g/cm? pero al contrario de lo ocurrido con la materia organica libre, se
hallan retenidas en los agregados de la fraccion pesada del suelo mediante
uniones que no se rompen por medio de la agitacion mecanica comun, pero
si por la de los ultrasonidos. Para la extraccion de esta fraccion, se partié de
10,015 y 5,062 g de materia organica humificada (MOH) separada
anteriormente por granulometria y densimetria respectivamente. Los

resultados obtenidos se presentan en la Tabla 6 y Figura 14.



Tabla 6. Porcentaje de Humina Heredada Extraida.

2 HUMINA
ol HEREDADA (g) e
Granulométrico 1.19 11.89
Densimétrico 1.18 23.31

O Granulométrico
O Densimétrico

1
Método

Figura 14. Porcentaje de Humina Heredada Extraida.

En la Tabla 6 y Figura 14 se puede observar que los porcentajes de Humina
Heredada obtenidos para la muestra analizada son altos, esto debido
posiblemente a la composicion de esta fraccion. La humina heredada es
todavia semejante a la materia Organica Fresca y estd compuesta
principalmente por Lignina, que no se descompone, sin0 que se oxida
parcialmente generando grupos —COOH que facilitan enlaces mas estables
con las arcillas. Otro factor que determina altos porcentajes de humina
heredada es el valor de pH, ya que en medios muy &cidos la actividad

microbiana se ve afectada disminuyendo asi la tasa de descomposicion de



estos materiales y por tanto generando acumulacién de ellos. Sin embargo
esto puede representar un aporte para el suelo ya que esta fraccion esté
formada por compuestos que solamente han sufrido transformaciones
débiles y que por lo tanto permiten que los microorganismos presentes en el
suelo continden con la degradacion y transformacién de esta fraccion en
material aun mas humificado. EI mayor porcentaje de humina heredada
obtenido por densimetria, se puede explicar ya que por este método se
obtiene un menor porcentaje de materia organica humificada y la humina
heredada corresponde a sustancias que aln estan en proceso de

humificacion, por lo tanto se separan mas facilmente mediante esta técnica.
6.4.1 Andlisis Quimico de Humina Heredada
Con el objetivo de observar algunas de las caracteristicas quimicas de la

humina heredada se realizO el analisis de carbono y nitrégeno. Los

resultados se presentan en la Tabla 7 y en la Figura 15.



Tabla 7. Analisis Quimico de la Humina Heredada.

z Humedad C M.O. N
METODO (%) (%) (%) (%) C/N
ST R T 1.0 13.33 | 22.98 | 1.54 | 8.65
Densimétrico 1.0 10.90 18.8 1.29 | 8.44
0%
C
@ %N
OC/N

1 2
Granulométrico  Densimeétrico

Figura 15. Andlisis Quimico de la Humina Heredada.

Analizando los datos reportados en la Tabla 7 y Figura 15 para la humina
heredada se observa que los porcentajes de carbono y nitrdgeno son altos y
que la relacién C/N es menor de 10, indicando con esto que esta fraccion
aun esta en proceso de degradacion y transformacién y que aun no ha
terminado el proceso de humificacion, esto juega un papel muy importante en
el suelo ya que se mantiene activa la vida microbiana con el objeto de

acelerar la descomposicion de estos restos organicos.

Las diferencias en los parametros analizados para los dos métodos no son

apreciables, sin embargo se detecta un ligero incremento en el porcentaje de



materia organica obtenido por el método granulométrico lo que corrobora que
en el método densimétrico se obtiene como humina heredada material que

aun no corresponde a esta fraccion.

6.5 SEPARACION DE HUMINA A PARTIR DE LOS COMPLEJOS
ORGANICO - MINERALES.

Puesto que el aislamiento de la fraccion humina implica previamente la
extraccion de los compuestos humicos solubles en los reactivos alcalinos se
partié de 5,238 g de la fraccion pesada de la muestra de suelo, producto del
procedimiento realizado para la separacion de la humina heredada, se
procedid a obtener las principales fracciones de la materia organica
humificada; para ello se realizaron extracciones sucesivas con Tetraborato
de Sodio (Naz2B4O7) 0.1N pH 9.7, Pirofosfato de Sodio (NasP207) 0.1 N pH
9.8 e Hidréxido de Sodio NaOH normalizado a pH 12; como residuo de esta
extraccion se obtiene la fraccion insoluble conocida como Humina. En la
Tabla 8 y Figura 16 se relacionan las propiedades quimicas analizadas, asi

como el peso final obtenido.



Tabla 8. Andlisis Quimico y Porcentaje Final Obtenido para la

Humina Extraida.

] FRACCION . Humed| € [M.O.| N
METODO HU(I*;I’Z;NA nominal (%) || (%) || (%) | (%) || €/N
Granulométrico| 3 3¢ 64.1 | 5.26 |3.80]6.55]0.69] 5.5

80
70

60+ B% Humina

O%C
O% N
OC/N

%Humina 50
,pH, %C, 40
0,

%N, C/N 30/

20+
10
04

Granulométrico Densimétrico

Figura 16. Analisis Quimico y Porcentaje Final de Humina Extraido.

Las huminas se definen como la fraccibn no extraida por las soluciones
alcalinas y constituyen un grupo de sustancias heterogéneas, de naturaleza y
origen muy diferente. En la Tabla 8 se puede observar el alto porcentaje de
esta fraccion en la muestra de suelo analizada, encontrandose estos
resultados acordes con los estudios reportados por Kiyoshi (1991),
Kuwatsuka (1991), Stevenson (1982) y Duchaufour (1977), los cuales
sefialan que la humina forma del 50 al 80% de la materia organica del suelo.



Esto debido, segun los investigadores, a que la fraccién insoluble de los
residuos organicos (celulosa, hemicelulosa, fenoles no combinados en las
plantas, glucidos y taninos) se descomponen liberando lignina y polifenoles;
estos compuestos se oxidan enzimaticamente adquiriendo numerosos
radicales carboxilo para el caso de la lignina y formando quinonas para los
polifenoles, lo que permite su unién quimica muy fuerte a la fraccion mineral
y a los cationes del suelo, generandose asi el caracter insoluble de la
humina.

No se manifiestan diferencias significativas entre las propiedades quimicas
de las huminas extraidas por los dos métodos, sin embargo la relacion C/N
de la humina obtenida con el método densimétrico es menor que el valor
obtenido por el método granulométrico corroborando nuevamente que por

densimetria se extrae materia organica con menor grado de humificacion.

6.5.1 Separacién de Acidos Fulvicos y Acidos Hamicos.

Con el objeto de continuar con la extraccién y purificacion de las huminas y
de correlacionar el grado de humificacién con el valor de humina extraida se
partié6 de los sobrenadantes de Tetraborato, Pirofosfato e Hidroxido de Sodio
obtenidos en la extraccion de la fraccion insoluble humina y se realizo la
separacion de los acidos Humicos y Fulvicos de la muestra analizada. Los

resultados obtenidos se presentan en las Tablas 9,10 y Figuras 17,18.



Tabla 9. Efecto del extractante sobre el % C de AHYy % C de FF para
el Andisol Extraido por Granulometria.

SOLUCION . C AH CFF
o CE
EXTRACTANTE (%) (%)
Tetraborato de
Sodio 1.46 1.11 0.98
Pirofosfato de
Sodio 0.80 0.78 0.40
Hidroxido de
Sodio 0.31 | 0.0065| 0.013

0% CE
0% C AH
8% CFF

% C

Figura 17. Efecto del extractante sobre el % C de AHYy % C de FF para el

Andisol Extraido por Granulometria.

En la Tabla 9 y Figura 17 se puede observar que el mayor porcentaje de
carbono extraible para la separacion por granulometria se presenté con el
Tetraborato de Sodio, lo cual indica que en la muestra analizada predominan
los enlaces electroestaticos de facil rompimiento por intercambio idnico,

sobre los enlaces de coordinacion y los érganominerales con la materia



organica. Segun los reportes en la literatura de Cegarra (38) y Davila (40) la

posible reaccidn que se presenta en este proceso es la siguiente:

R-(CO0)4Caz + NazB4 07 = R(COONa)s + CazB407 Insoluble

R = Grupo Alquilo

Ahora, el orden de extraccion para la muestra analizada seria Tetraborato >
Pirofosfato > Hidréxido de Sodio. Esto concuerda con los trabajos reportados
(38,40) donde se indica una mayor predominancia de enlaces débiles con la
materia organica. Con este resultado se puede deducir que la mayor
proporcién del humus de la muestra se encuentra en forma de complejos

poco estables y polimerizados.

En cuanto al porcentaje de carbono de la Fraccion Fulvica es posible
observar que el Tetraborato de Sodio extrae la mayor cantidad de carbono,
corroborando de esta manera el predominio en la muestra de enlaces
electrostaticos. Este resultado concuerda, ya que los &cidos fulvicos son
moléculas poco condensadas y mas moviles, por lo cual estan unidas menos

fuertemente a la fraccion mineral.



Tabla No 10. Efecto del extractante sobre el % C de AHy % C de FF para

el Andisol Extraido Mediante Método Densimeétrico.

SOLUCION % ce | CAH CFF
EXTRACTANTE (%) (%)

Tetraborato de 1.18 0.98 0.59

Sodio
Pirofosfato de

Sodio 1.02 0.97 0.42
Hidroxido de

Sodio 0.32 0.06 0.13

=

0,81 0% CE
% C 0,6 O0%C
AH
0,41 B% C FF
0,21
0l
1 2 3
i § P Na

Figura 18. Efecto del extractante sobre el % C de AHy % C de FF para el

Andisol por Densimetria.

De la Tabla 10 y Figura 18 se puede deducir que el mayor porcentaje de
carbono extraible para la separacion densimétrica se obtuvo con Tetraborato
de Sodio, presentando un orden de extraccion para la muestra asi:
Tetraborato > Pirofosfato > Hidréxido de Sodio. Esto indica claramente que la



muestra presenta mayor cantidad de sustancias con enlaces electroestaticos
de facil separacion de la fraccion mineral por intercambio idnico.

En cuanto al porcentaje de carbono de la fraccion fulvica es posible observar
la misma tendencia, es decir hay mayor porcentaje de extraccion con el
Tetraborato de Sodio, esto ya que los acidos fulvicos son moléculas de
mayor solubilidad y menor grado de polimerizacion por lo tanto se extraen
mas facilmente.

Se sigue observando que las moléculas extraidas con NaOH mediante el
método granulométrico presentan una mayor tendencia a la humificacion que
las extraidas por el método densimétrico y que las moléculas unidas a la
fraccidbn mineral por enlaces de coordinacion tienen tendencia a presentar
mayor grado de humificacibn cuando se extraen mediante el método

densimétrico.

6.6 EXTRACCION DE LOS COMPONENTES DE LA FRACCION
HUMINA

Bajo el término de huminas se engloba el grupo de sustancias que no se
extraen con soluciones alcalinas, incluso por tratamientos multiples. Esta
fraccion esta constituida por sustancias humicas pero que estan ligadas
fuertemente a las arcillas, por lo que son de dificil extraccion. La
insolubilizacion de la fraccion humina en alcalis, en las condiciones del suelo,
puede ser el resultado de la alteracibn de las propiedades quimico-
coloidales, provocada por la interaccion de los sustancias humicas con la

fraccion mineral del suelo. (36)

Al estudio de la naturaleza de las huminas del suelo estan dedicadas
investigaciones de McGown, Mobed et.al (1996), Simon y Dankwardt (1997),
Brown y McCarthy (1998), Engebretson y wandruszka (1999) (2000), Pelekani,



Newcombe et.al (1999), Chiou y Rutherford (2000), Galeska, Moussy et. al
(2001), Simpson, Kingery et al (2003). Quienes han demostrado que, si el
residuo de suelo o humina, se trata con H2SO4, HNOs o HF, para romper los
enlaces de las sustancias humicas con los silicatos, y después este residuo,
gue contiene huminas, se trata con soluciones alcalinas se extraen

nuevamente acidos huimicos.

Actualmente se conocen diferentes formas de humina, cuya abundancia
relativa esta sujeta a diferentes factores que actiian sobre la evolucion y que

ademas confieren un caracter diferencial a los distintos tipos de suelos.

6.6.1 Humina unida al Hierro, Humina de Insolubilizacién Extraible y

Humina de Insolubilizacién No Extraible.

El método aplicado, con el objeto de evaluar las diferentes fracciones de la
humina, se basdé en el grado de reactividad de la fraccion frente a
determinados agentes reductores como el Ditionito de Sodio y frente a la

accion de un tratamiento acido (HCI — HF).

Para este procedimiento se partid del residuo insoluble humina extraido
anteriormente usando para ello metodologia granulométrica y densimétrica

separadamente.

En la Tabla 11 y Figura 19 se reportan los datos obtenidos para la humina
unida al hierro y humina extraible fraccionadas a partir del residuo humina

obtenido utilizando metodologia granulométrica.



Tabla 11. Porcentaje de Carbono para las Fracciones de Humina
Extraidas a partir de Humina Separada por Granulometria

C AH CFF
(%) (%)

Humina - Hierro 1.04 0.22 0.12
Humina Extraible || 1.41 0.24 0.10

FRACCION % CE

1,51

8% CE
D% C AH
0% CFF

1 2
Humina-Hierro Humina Extraible

Figura 19. Porcentaje de Carbono para Fracciones de Humina Extraidas

a partir de Humina Separada por Granulometria

En los datos reportados en la Tabla 11 y Figura 19 se puede observar un
mayor porcentaje de carbono para la fraccion humina de Insolubilizacion
extraible, esto podria indicar un proceso de humificacion rapido que genero
fracciones de neoformacion. Fracciones debidas posiblemente a la
degradacion bioguimica de la lignina y taninos que producen precursores
fendlicos, aumentando el tamafio de las moléculas y disminuyendo asi su

solubilidad. Este proceso se ve favorecido por la presencia de cationes como



Ca?*, Fe®*, AP*, El Ca?* actla insolubilizando los precursores y bloquea la
mineralizacion de los &cidos fllvicos mientras que el Fe3* y el APP* son
adsorbidos en la superficie de las arcillas insolubilizando y polimerizando los
compuestos humicos de las particulas de arcilla. Estos resultados también
podrian indicar la presencia de complejos Humus — Al y Humus — hidréxidos
de hierro, ya que este tipo de suelos por su caracter acido y su origen
volcanico, deberia presentar una mayor cantidad de aluminio intercambiable
indicando que esta fuertemente quelatado por la materia organica del suelo.
Lo anterior ha sido ampliamente demostrado en los estudios realizados por
Andreux (31) y Arango (39).

En cuanto al porcentaje de carbono de humina unida al hierro y humina
extraible se observa que tienen una cantidad de carbono algo inferior a los
acidos humicos propiamente dichos. Sin embargo los indices de humificacién
de las mismas, son mejores que los valores obtenidos para los acidos
hamicos. Esto podria indicar que la estructura de estas huminas es mucho
mas compleja y podria presentar un mayor grado de condensacién. También
se puede apreciar en la tabla 11 que la humina extraible presenta mayor
complejidad que la unida al hierro ya que el indice de humificacién obtenido

para esta fracciona es menor.

En la Tabla 12 y Figura 20 se reportan los datos obtenidos para la humina
unida al hierro y humina extraible fraccionadas a partir del residuo humina

obtenido utilizando metodologia densimétrica.



Tabla 12. Porcentaje de Carbono para las Fracciones de Humina

Extraidas a partir de Humina Separada por Densimetria.

C AH CFF
(%) (%)

Humina - Hierro 1.35 0.28 0.18
Humina Extraible || 1.59 0.19 0.21

FRACCION % CE

1 2
Humina-Hierro Humina Extraible

Figura 20. Porcentaje de Carbono para las Fracciones de Humina

Extraidas a partir de Humina Separada por Densimetria.

En los datos reportados en la Tabla 12 y Figura 20 se puede observar
nuevamente un mayor porcentaje de humina de Insolubilizacion extraible
corroborando asi los resultados obtenidos utilizando metodologia
granulométrica.

Comparando las fracciones extraidas por los dos métodos se puede apreciar

gue con el método granulométrico se obtiene en la humina extraible mayor



grado de condensacién que la humina extraida con el método densimétrico

indicando asi un mayor grado de separacion al aplicar esta metodologia.

6.6.2 Humina de Insolubilizacién No Extraible

La humina de Insolubilizacion procede de la precipitacion e Insolubilizacion
irreversible de los precursores solubles de acidos humicos. Esta fraccion se
obtiene después del tratamiento de la humina con un reductor como el
Ditionito de Sodio y con una mezcla de &cidos (HCI — HF) quedando asi un

residuo denominado humina de Insolubilizacién no extraible.

En la Tabla 13 y Figura 21 se reportan las propiedades quimicas para la
humina de insolubilizacién no extraible separada a partir del residuo humina

que se obtuvo al utilizar metodologia granulométrica y densimétrica.



Tabla 13. Propiedades Quimicas para la fraccion Humina de
Insolubilizacién No Extraible
HUMINA NO H C M.O. N C/N
EXTRAIBLE (%) (%) (%) (%)
Granulométrico | 114 | 441 | 7.60 | 0.52 | 8.50
Densimétrico 6.5 4.60 7.92 0.40 11.5

Variables

Granulométrico

Densimétrico

B%C
O% N
OCIN

Figura 21. Propiedades Quimicas para la fraccion de Humina de

Insolubilizacién No Extraible

En los datos consignados en la Tabla 13 y Figura 21 se puede observar que

no hay diferencias significativas entre los resultados obtenidos para la

humina de insolubilizacion no extraible, y que los porcentajes de carbono

presentan valores altos. Esto podria indicar la precipitacion de compuestos

lignicos oxidados bajo la forma de sustancias polimerizadas, estableciéndose

asi una uniébn muy sdlida con las arcillas, esto se ve favorecido por la



presencia de Calcio, Hierro y Aluminio que constituyen los principales
cationes de enlace entre las arcillas y los polimeros hamicos, con lo cual la
formacién del complejo arcillo-himico es evidente a pesar de la composicion

de las arcillas.

Otro proceso que ayuda en la polimerizacion e Insolubilizacién de esta
fraccion es la oxidacion enzimatica de ciertos sustratos fendlicos sencillos;
estos se polimerizan y fijan cadenas de proteinas y grupos NHs libres
produciendo un polimero fendlico de caracter insoluble.

Todos estos complejos son muy estables ya que estan protegidos de la
accion microbial por la retencion de enzimas generada debido a los

productos minerales amorfos.

6.7. PURIFICACION DE LA HUMINA UNIDA AL HIERRO Y HUMINA
EXTRAIBLE

El objeto de purificar los extractos de humina unida al hierro y humina
extraible, como &cidos falvicos, es eliminar las sales que estos puedan

contener.

Para esto se utilizé inicialmente una resina de adsorcion Amberlita XAD-16,
que adsorbe moléculas de bajo a mediano peso molecular como los Acidos
Falvicos (AF) y elimina las sales provenientes de los extractantes. Para su
recuperacion, se eluyé con NaOH 0.7 N, obteniendo las huminas en forma de
sales de NaOH.

Debido a la alta concentracion del hidroxido utilizado, los valores de pH del
extracto eluido son altos, esto se puede observar en la columna | de la Tabla
14.



Posteriormente se pasoé esta solucion por una resina de Intercambio catidnico
como la Rexyn 101H con grupos activos RSOz, que eliminé la mayor parte
de Na* intercambiandolo por iones H* ya que las muestras fueron eluidas
utilizando HCI 1N. En la Tabla No 14, columna Il se muestran los valores de

pH de las muestras eluidas.

Tabla 14. Resultados de la Purificacion Secuencial de Humina Unida al

Hierro y Humina Extraible. Acidos Fulvicos

pH eluido a | pH eluido | pH eluido a
través de a través través de
FRACCIONES DE HUMINA Amberlita de Rexyn || Membrana
XAD-16 101 H de dialisis
(1) (II) (II1)
Humina Granulométrico 13.35 1.88 4.30
Unida al T
Hierro Densimetrico 13.36 1.86 4.33
Humina de | Granulométrico 13.37 1.60 4.31
Extraible Densimétrico 13.35 1.73 4.30

Como la purificacion no es completa, pues aun quedan sales, las muestras
obtenidas fueron sometidas a dialisis utilizando para ello una membrana de
celulosa con tamafo de poro de 3500 daltons, registrando constantemente el
pH. Los valores de pH obtenidos se reportan en la Tabla No 14, columna lIl.
Con los acidos fulvicos ya purificados, se procedié a liofilizar las muestras

con el fin de obtenerlos en estado sélido.



Para la purificacion de humina unida al hierro y humina extraible, como
acidos humicos, los extractos en hidroxido de sodio 0.5 N fueron sometidos a
continuas precipitaciones con HCI y redisoluciones en NaOH con el objetivo

de eliminar impurezas inorganicas y organicas.

Las muestras fueron lavadas con HCI y el precipitado redisuelto en solucion
de NaOH 0.1N. En la tabla No 15, columna I se presentan los valores de pH
de los extractos antes de ser dializados. Posteriormente se sometio a dialisis,
utilizando para ello una membrana de 12000 daltons. Después de 72 horas
los valores de pH oscilaron alrededor de 4.0 indicando asi el final del

proceso. En la Tabla No 15, columna II se presentan los valores obtenidos.

Tabla 15. Resultados de la Purificacion Secuencial de Humina Unida al

Hierro y Humina Extraible. Acidos Humicos

pH Acidos Hamicos | pH Acidos Hamicos

FRACCIONES DE HUMINA en NaOH 0.1N después de Dialisis
(I) (I1)
Humina Granulométrico 13.35 4.46

Unida al ——

Hierro Densimeétrico 13.33 4.40
Humina de | Granulométrico 13.36 4.33
Extraible Densimétrico 13.36 4.35

Una vez purificadas las fracciones de humina unida al hierro y humina de
insolubilizacion extraible, fueron sometidas a liofilizacion con el objetivo de
eliminar el agua presente en las muestras ya que para los analisis aplicados

posteriormente se requeria la muestra totalmente seca.




6.8. CARACTERIZACION DE LA FRACCION INSOLUBLE HUMINA

La caracterizacion de las diferentes fracciones que integran la humina se

realiz6 mediante técnicas tales como UV-Vis, Infrarrojo, y Andlisis Elemental.

A continuacién se reportan los resultados obtenidos.

6.8.1 Relacion E4/Ee para las Diferentes Fracciones de Humina

Separadas

La relacion E4/Es es un indice que suele emplearse para evaluar el grado de
condensacion de las sustancias humicas. Schnitzer and Khan (1972)
reportan una relacion inversa entre el grado de condensacion y la relacion
E4/Ee esperandose que esta ultima disminuya con la complejidad de las

sustancias humicas.

Su determinacion es muy simple desde el punto de vista analitico, el material
hamico se disuelve con una solucién 0.05 M de la sal basica NaHCOs; a la
solucién resultante se le mide el grado de absorcion de radiacion a dos
longitudes de onda: 465 y 665 nm; el respectivo indice se define como el
cociente de estas dos absorbancias. Generalmente, este indice permite
diferenciar los acidos humicos de los fulvicos; se considera que valores

superiores a 5, son propios de los acidos fulvicos. Kononova (1966).

Se ha considerado; Stevenson, (6) que mientras mas compleja
estructuralmente es la molécula de la sustancia humica; es decir, un mayor

contenido de carbono haciendo parte de estructuras altamente conjugadas;



menor es el valor de la relacion E4/Es. Chen, (43). Estos hechos han sido

confirmados utilizando espectroscopia de 3C RMN. Négre(51).

En la Tabla 16 se reportan los datos de la relacion E4/Ee para la humina
extraible y humina unida al hierro, fracciones separadas a partir del residuo

humina que se obtuvo al utilizar metodologia granulométrica y densimétrica.

Tabla No 16. Relacion E4/Ee para Humina Extraible y Humina Unida al

Hierro.

FRACCIONES DE HUMINA Abs. 465 nm | Abs. 665 nm Es/Ee

Humina Granulométrico| 1.9565x1072 | 2.0289x10-3 9.64

Unida al —
Hierro Densimétrico 2.3548x1072 2.4405x1073 9.65

Humina de Granulométrico 3.1009x103 2.9454x1073 1.05
Extraible Densimétrico 1.3334x102 | 1.2295x1072 1.08

En primer lugar se observa que el método de separacion de las fracciones
humicas no tiene influencia en la relacion E4/Ee ya que no hay diferencias
apreciables entre los valores obtenidos para los dos métodos. Esto indicaria
gue el método de separacién de las sustancias humicas no tiene influencia

en la caracterizacion.

La Humina unida al hierro es la fraccion extraible con un reductor suave
(Ditionito de Sodio) que compleja la materia organica y libera al hierro, es
decir la humina que se una a la arcilla a través de este elemento.

La Humina Extraible es la fraccion obtenida por extraccion con HCI-HF que
destruye las uniones de la arcilla con la humina y de esta manera la libera.
Se observa que el valor de la relacion E4/Ee de la humina unida al hierro es
8.6 veces superior al de la humina extraible indicando que esta ultima es de



mayor complejidad estructural, es decir presenta un mayor contenido de
carbono haciendo parte de su estructura altamente conjugada.

Senesi (48) reporta valores de la relacion Es4/Es para &cidos humicos y
fulvicos en suelos de 5.0 y 9.6 respectivamente, pero no se encuentran
valores para las diferentes fracciones de humina.

Los resultados encontrados indican por lo tanto que la humina unida al hierro
presenta mas bajo grado de condensacién y podria indicar por lo tanto menor

complejidad estructural en su molécula.
6.8.2 Analisis Elemental de las Fracciones de Humina Extraidas.

En la caracterizacion de las sustancias humicas se ha utilizado el andlisis
elemental como una herramienta que permite establecer el grado de
humificacion, considerando diversas relaciones elementales: N/C, H/C, O/C,
etc. Senesi, (48). En la Tabla 17 se reportan los resultados obtenidos para

las diferentes fracciones de humina separadas.

Tabla No 17. Composicion Elemental CHN Y S para las Diferentes

Fracciones de Humina.

COMPOSICION ELEMENTAL T R AT
MUESTRA (%)
C H N S [ H/c | o/c ] N/c o/H] c/H ] c/N
Humina
Heredada 19.28(3.98]| 1.211/ 0.14 | 75.39) 2.48] 2.93| 0.054|[ 1.18 || 0.40 | 18.6
Humina | ¢ 63 245 0.29( 0.0691.17 4.88 | 11.3] 0.041|2.32]0.21] 24.3
Humina
Unida 48.7116.44) 1.131(0.03|(43.69] 1.59] 0.67 ] 0.020( 0.42 || 0.63 | 50.3
al Hierro
Humina
Extraible 25.25| 5.02] 0.56 0.01 | 69.16| 2.38] 2.05]{ 0.019] 0.86] 0.42 ] 52.6
Humina
No 4.87 |11.41]0.08]0.01]93.63]|3.47]14.41(0.014|4.15]0.29|f 71.02
Extraible




La humina heredada es aquella derivada directamente de la lignina mediante
una transformacion incompleta, es decir la pérdida de grupos metoxi de la
lignina y la adquisicion de grupos carboxilicos con uniones labiles a las
arcillas, de facil rompimiento con la aplicacion de ultrasonidos. Al observar la
composicién elemental para esta fraccién, reportada en la Tabla 17, se
detecta un mayor contenido de carbono, hidrogeno, nitrégeno y azufre pero

menor contenido de oxigeno que la humina total.

El analisis elemental indica que la humina total presenta un contenido bajo de
carbono, indicando su union a los minerales arcillosos del suelo que
presentan alto contenido de oxigeno, como en se observa en los datos
reportados para esta fraccion. Lo mismo indicaria el bajo contenido de

nitrégeno y azufre encontrado.

Comparando la composicion elemental de la humina unida al hierro con la
humina extraible se puede apreciar que en esta Ultima hay menor valor de
carbono, hidrogeno, nitrdgeno y azufre pero mayor valor de oxigeno que la
primera, indicando que en la humina unida al hierro todavia hay materia
organica unida a la arcillas, mientras que en la humina extraible ya se ha

logrado el proceso completo de separacion de la fraccion mineral.

Las dos fracciones anteriores pueden indicar por lo tanto que las huminas
presentan caracteristicas propias de acidos humicos, lo cual explicaria su
acidez y capacidad complejante de metales como lo sugiere Rice (45) y
Seunghun (52).

En cuanto a la humina no extraible que corresponde a la fraccion totalmente
insoluble en medio acido y alcalino, presenta un nivel muy bajo de carbono,

nitrdgeno y azufre pero un nivel muy alto de oxigeno propio de los minerales



arcillosos a los que esta ligada. Estos minerales arcillosos contribuyen a la
capacidad de intercambio cationico y a la capacidad de enlazarse a la

fraccion humica.

De acuerdo a Schnitzer (47), Senesi (48) y Arango (41) el grado de
aromaticidad esta dado por la relacion H/C cuyo valor limite de alto grado de
aromaticidad es 1. En esta investigacion se encontr6 para todas las
fracciones de humina extraidas valores muy superiores a 1, conduciendo
esto a un bajo o ningun grado de aromaticidad. Comparando la humina unida
a hierro con la extraible se encuentra que esta Ultima presenta un valor
superior de H/C lo que podria indicar la presencia de moléculas alifaticas de
mayor complejidad que las presentes en la humina unida al hierro,
corroborando asi lo encontrado en la relacion E4/Ee descrita anteriormente.

De acuerdo a Kiyoshi la fraccion humina contiene mayor cantidad de
compuestos altamente alifaticos. Lo mismo que el valor superior de la
relacion H/C de la humina extraible comparado con la humina unida al hierro
puede indicar también la presencia de lipidos y de estructuras alifaticas
altamente ramificadas, que contribuyen al carécter hidrofébico de esta
fraccion y le confiere la habilidad para retener compuestos no polares tales
como la mayoria de los pesticidas aplicados en la region para el control de
multiples plagas, disminuyendo de esta manera apreciablemente el impacto
negativo que generan dichos plaguicidas al caer al suelo. EI mismo autor
sugiere que la fraccion de humina presenta una composicion quimica muy

similar a la de la Lignina.

De otra parte la relacion O/H indica también un mayor grado de oxidacion en
la fracciébn de humina de insolubilizaciéon extraible con respecto a la humina

unida al hierro indicando nuevamente una mayor complejidad estructural.



En cuanto a la relacion N/C se aprecia que la humina unida al hierro y la
humina extraible presentan valores muy parecidos y similares a los
reportados por Kiyoshi y otros autores para las huminas extraidas de otro tipo
de suelos. Estos valores son bajos y podrian indicar posiblemente la
presencia de lignoproteinas y melaninas provenientes de residuos de plantas

y hongos en diferentes estados de descomposicion como lo sugiere Rice (26)

La relaciones atomicas de la humina no extraible indican una relacion O/C
muy alta precisamente debido a la poca fraccién organica presente en esta
humina y alto contenido de oxigeno propio de los minerales arcillosos.
También podria indicar la abundancia de Oxigeno que pueden contener los
grupos funcionales que conforman la estructura. Igualmente se aprecia alta
relacion H/C y O/H.

En la humina total igualmente se aprecian alta relacion H/C y O/H debido a
gue como se explicé anteriormente aun esta unida a la fraccion mineral que
presenta alto contenido de oxigeno y de hidrégeno propio de

aluminosilicatos, 6xidos de hierro y de arcillas tipo 1:1 principalmente.

En la humina hereda la relacion H/C, O/C y O/H son superiores a los de la
humina unida al hierro y los de la humina extraible debido a que su reaccién
de formacion es considerada como una via indirecta de humificacién en

donde se cambian grupos metoxi por carboxilicos.



6.8.3. Andlisis IR para las Distintas Fracciones de Humina Separadas

Las sustancias humicas extraidas del suelo, y entre ellas las huminas, no son
un Unico compuesto quimicamente puro, por lo tanto las bandas de absorcién
no son tan caracteristicas de una sola sustancia, sino de un conglomerado

de moléculas.

Las Figuras 22, 23, 24, 25 y 26 se muestran los espectros IR de las
diferentes fracciones de humina obtenidas a partir de sustancias humicas
utilizando metodologia granulométrica, ya que por este método se obtuvo
una mayor eficiencia en la extraccién y no influyo en el proceso de

caracterizacion.

6.8.3.1 Espectros IR para las Fracciones Humina Heredada y Humina.

En las Figuras 22 y 23 de muestran los espectros IR para la Humina y

Humina Heredada y se analizan sus principales bandas de absorcion.



Figura 22. Espectro IR para la Fraccion Humina Hereda
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Figura 23. Espectro IR para la Fraccion Humina
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Las principales bandas de absorcidn de los espectros IR para la humina

heredada y humina se presentan a continuacion.

3449 y 3523 cm™: En esta region se presenta una tensién de H enlazado a —
OH alcohdlico. Banda de absorcion ancha y fuerte, caracteristica de las
sustancias humicas y generalmente es atribuida a residuos celuldsicos y

fendlicos. (3)

2938 cm’: Regidn generada por una vibracién de tension asimétrica de
C-H saturado, mostrando clara evidencia de estructuras alifaticas como CH:>
y CHs.

2896 y 2828 cm™: Vibracién de tension simétrica de C-H saturado de
estructuras alifaticas CH2. Nuevamente se puede atribuir a la presencia de
grupos alifaticos en la estructura.

Estudios realizados por Seunghun (52) sugieren que la resolucién de estos
picos en el espectro IR podria deberse a un enriguecimiento en el contenido

de carbonos alifaticos.

1621cm™: Tensiébn C=C de sistema aromatico conjugado en diversas
intensidades y/o estiramiento asimétrico de grupos carboxilicos ionizados.
Estas bandas son caracteristicas de estiramientos peptidico C=0 (Amida ).

Resultados similares son reportados por Seunghun (52)

1418 cm?: Banda atribuida a vibracién asimétrica de C-H alifatico, a
deformaciones O-H y estiramiento C=0O; lo cual puede ser atribuido
posiblemente a grupos fendlicos o esteres. Como lo confirma Stevenson (6)



1089 cm: Banda generada por estiramiento C-O de polisacéaridos y grupos
alcohdlicos y también posiblemente para estiramientos de grupos Si-O y Al-
OH de aluminosilicatos. Este pico es mucho mas marcado para esta fraccion,
lo que podria indicar la presencia de una mayor cantidad de grupos Si-O y Al-
OH. Bandas similares son reportadas por Piccolo and Stevenson, (1982),
Rusell, (1987) y Nguyen, (1991).

691 cm™: banda asociada con —OH de aluminosilicatos.

549 cm: banda asociada con enlaces Si-O-Al.
Los picos alrededor de 600 cm™ son asociados con componentes minerales
tales como Oxidos o silicatos. Para las fracciones de humina estos picos son

intensos por su alto contenido de minerales. (1), (3), Kang, (52)

Comparando los espectros IR para estas dos fracciones es posible ver que
para el caso de la humina heredada las bandas presentes entre 400-800 cm™
son menos marcadas y de menor intensidad que aquellas presentes en este
mismo rango, para la fraccion humina. Estas bandas estan asociadas con la
presencia de componentes minerales y el hecho que aparezcan con menor
intensidad en el primer caso (Figura 22) podria demostrar que la humina
heredada esta menos unida a la fraccion mineral del suelo y por tanto es

extraible mas facilmente con solo la aplicacion de ultrasonidos.

Para el caso de la fraccion humina la presencia de bandas marcadas en esta
region del espectro IR explicaria su insolubilidad ya que la union de la

materia organica con la fraccidbn mineral seria mas fuerte.



6.8.3.2 Espectros IR para las Fracciones de Humina Unida al Hierro y
Humina de Insolubilizacién Extraible.

En las Figuras No 24 y 25 se reportan los espectros IR para las fracciones de
humina unida al hierro y humina de insolubilizacién extraible y se analizan
sus principales bandas.

Figura 24. Espectro IR para la Fraccion Humina Unida al Hierro
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Figura 25. Espectro IR para la Fraccién Humina de Insolubilizacién

Extraible.
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Las principales bandas de absorcion de los espectros IR para la humina
unida al hierro y humina de insolubilizacion extraible se presentan a

continuacion.

3735 cm: Vibracion simétrica de Al-OH.

3321y 3069 cm: Banda generada por vibracion de tensién — COOH. Podria
indicar la presencia de grupos funcionales — COOH en la estructura. Bandas
similares se reportan en estudios realizados por McCarthy and Rice (1985); y
por Candler et al. (1988)



2940 cm: Regién generada por una vibraciéon de tensiéon asimétrica de —

CH2y — CH. Propio de la presencia de grupos alifaticos en la estructura.

2850-2866 cm™: Vibracion de tension simétrica de C-H saturado de
estructuras alifaticas CHz. Propio de la presencia de grupos alifaticos en la

estructura.

2895 cm™: Vibracion de tensién simétrica de C-H saturado de estructuras
alifdticas CH2. Nuevamente se puede atribuir a la presencia de grupos

alifaticos en la estructura.

1720 cm: Vibracién generada por una tension de grupo C=0 principalmente
de —COOH. La intensidad de este pico de crece notoriamente a medida que

avanza la extracciéon. Como lo demuestra Baes y Bloom (1989)

Presencia de Picos alrededor de 1500 cm: corresponden a vibraciones de
tensién C=C de compuestos aromaticos o por la presencia de enlazamientos

N-H, (Amidas Il). Esto podria indicar la presencia de compuestos peptidicos.

1451cm™: Vibraciones atribuidas a otros compuestos alifaticos C-H que
generan deformacion simétrica. Podrian indicar la presencia de grupos

fendlicos, como lo reporta Stevenson (6)

1217 cm: Vibracién de tensién atribuida para grupos C-O, deformacién OH
de —COOH y tension C-O de aril éteres. Estudios realizados por Kiyoshi, (4) y

Kang, (52) reportan valores similares.

1062 cm: Banda generada por estiramiento C-O de polisacéridos y grupos

alcoholicos y también posiblemente para estiramientos de grupos Si-O y Al-



OH de aluminosilicatos. Como lo demuestra Rusell, (1987); Nguyen, (1991),
Piccolo y Stevenson, (1982)

700 cm: bandas asociadas con —OH de aluminosilicatos.

Los picos alrededor de 600 cm™ son asociados con componentes minerales
tales como Oxidos o silicatos. Para las fracciones de humina estos picos son
intensos por su alto contenido de minerales. Bandas similares son reportadas
por Agnelli, (1); Fan, (3) y Kang, (52)

Observando los espectros IR de la humina unida al hierro y humina de
insolubilizacion extraible es posible ver una marcada disminucién en la
intensidad de los picos; a pesar que aparecen con valores muy similares a
los mostrados en los espectros para humina heredada y humina total, su
intensidad es mucho menor. Esto podria explicar la mayor solubilidad de
estas fracciones al momento de realizar la extraccion de los componentes de
la humina, ya que estarian formadas por moléculas de menor complejidad
estructural y unidas menos fuertemente a la fraccion mineral, facilitando asi

Su separacion.



6.8.3.3 Espectros IR para la Fraccién de Humina de Insolubilizacion No

Extraible.

En la Figura 26 se muestra el espectro IR para la humina de insolubilizacién

no extraible y se analizan sus principales bandas.

Figura 26. Espectro IR para la Fraccion Humina de Insolubilizacion No

Extraible.
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Las principales bandas de absorcion de los espectros IR para la humina de

insolubilizacion no extraible se presentan a continuacion.



3147 cm!: Banda muy pequefia generada por vibracion de tensiéon — COOH.

2939 cm*:  Region generada por una vibracion de tensién asimétrica de —

CH2y — CH. Propio de la presencia de grupos alifaticos en la estructura.

2869 cm: Vibraciéon de tensién simétrica de C-H saturado de estructuras
alifaticas CH2. Propio de la presencia de grupos alifaticos en la estructura.
Estudios similares se reportan por Pelekani (33) y Engebretson vy
Wandruszka (35)

2813 cm™: Banda generada por una vibracién de enlace C-H del grupo

carbonilo. Podria indicar la presencia de grupos aldehido en la estructura.

1039 y 1190 cm: Banda generada por estiramiento C-O de polisacaridos y
grupos alcohdlicos y también posiblemente para estiramientos de grupos Si-
O y AI-OH de aluminosilicatos. Este pico es mucho mas marcado para esta
fraccion, lo que podria indicar la presencia de una mayor cantidad de grupos
Si-O y AI-OH.

Banda a 792 cm™: Vibracién de tension de Si-O. Podria indicar una alta
presencia de minerales arcillosos en la estructura debido a que se muestra

como una banda muy marcada. Como lo reporta Stevenson, (6).

Banda a 469 cm™: Banda generada por la vibracion de Si-O-Fe. Estas dos
tltimas bandas pueden ser asociadas con componentes minerales tales
como oOxidos o silicatos. Para las fracciones de humina estos picos son
intensos por su alto contenido de minerales. Estudios realizados por Agnelli,

(2); Fan, (3) y Kang, (52) presentan bandas similares.



En el caso de la humina de insolubilizaciéon no extraible es posible observar
una disminucion drastica en las bandas presentes en espectro IR,
mostrandose muy intensas las bandas asociadas con la presencia de
minerales arcillosos tales como 6xidos y aluminosilicatos. Esto explicaria la
alta insolubilidad de esta fraccion frente a cualquier reactivo acido o basico
ya que presentaria uniones muy fuertes con la fraccién mineral del suelo que

podrian impedir su extraccion.

En este espectro también es posible observar que las bandas pertenecientes
a vibraciones de grupos alifaticos se muestran muy marcadas lo cual

indicaria que estos grupos hacen parte importante de esta fraccion.

En general, en todos los espectros IR mostrados para las fracciones
extraidas es posible observar vibraciones atribuidas a la presencia de grupos
alifaticos, lo cual podria indicar que estos grupos forman parte importante

dentro de la estructura de las fracciones de humina.



7. CONCLUSIONES

El suelo analizado presenta fuerte acidez, alta capacidad de
intercambio cationico, bajo nivel de aluminio y baja saturacién del
mismo que no implica toxicidad por parte de este elemento. La fuerte
acidez puede atribuirse al alto contenido de materia organica generado
por la baja actividad biolégica del suelo. Contiene ademas bajas
concentraciones de calcio, magnesio y potasio cuya deficiencia puede
ser debida a la pérdida por lavado como lo evidencia el bajo valor de
capacidad de intercambio efectiva. Presenta deficiencias apreciables de

fésforo y micronutrientes.

Se logré implementar una metodologia adecuada para la extraccion y
purificacion de la fraccion humina y ademas se logré la separacion de
las diferentes fracciones que la conforman. La eficiencia del proceso se
evalub mediante el analisis elemental, la relacibn E4/E6 y el analisis
Infrarrojo de las fracciones de humina separadas con cada uno de los

extractantes.

Tanto el método granulométrico como el densimétrico permiten la
extraccibn de un porcentaje considerable de materia organica
humificada, indicando su predominio en el suelo. Sin embargo el
meétodo granulométrico permite un mayor y mejor grado de separacion
de sustancias humicas, pero los métodos de extraccion no influyen en

su purificacion y caracterizacion.



El mayor porcentaje de carbono extraible para las sustancias humicas
del suelo analizado, con metodologias granulométrica y densimétrica,
se obtuvo para la extraccidon con Tetraborato de sodio, de tal manera
gue en la materia organica humificada predominan los enlaces

electrostaticos de facil rompimiento por intercambio i6nico.

El componente humina de la materia organica de este suelo es mayor
del 50%. Se obtuvieron cuatro fracciones de ésta, correspondiendo el
50.5% a humina heredada, alrededor del 1% a humina no extraible y
menos del 1% a huminas, unida al hierro y no extraible. Todas estas
fracciones presentan un bajo o ningun grado de aromaticidad, y

presencia de grupos alifaticos como se demuestra en los espectros IR.

El alto valor de materia organica presente en la humina no extraible
indicaria una fuerte union entre esta fraccion y los minerales arcillosos,
corroborada en el andlisis elemental por el predominio de oxigeno y en
el andlisis IR por las bandas muy intensas asociadas con la presencia
de minerales arcillosos tales como Oxidos y aluminosilicatos. Mientras
que la humina heredada presenta uniones mas débiles con la fraccion
mineral demostrada por la presencia de bandas menos marcadas y de

menor intensidad.

La fraccion de humina unida al hierro presenta mas bajo grado de
condensacion y menor complejidad estructural en su molécula que la
humina extraible, sin embargo sus grados de humificacion son mejores
que los valores obtenidos para los acido humicos propiamente dichos.
Esto podria indicar que la estructura de la humina extraible es mucho

mas compleja y podrian presentar mayor grado de condensacion.



En las diferentes fracciones de humina extraidas predomina el caracter
alifdtico con estructuras altamente ramificadas que contribuyen a su
caracter hidrofébico y les confieren la habilidad para retener
compuestos no polares tales como la mayoria de los pesticidas
aplicados en la region para el control de mdltiples plagas. Implicando

alta importancia en la proteccion del medio ambiente.
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