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RESUMEN

Se caracteriz¢ fisica y quimicamente una muestra de suelo Andisol proveniente
de la vereda la Aurelia , municipio de Cajibio, departamento del Cauca con el
fin de determinar la cantidad de Cu?* en diferentes fracciones de la muestra de
suelo mediante la técnica voltamperometria de redisolucién anddica. Estas
fracciones se obtuvieron aplicando métodos de extraccion con: Acetato de
amonio, Dietilen Tretaamino Pentaceato (DTPA), peroxido de hidrégeno y
mezcla acida de perclérico-nitrico con el objeto de evaluar el Cu?* en su forma:
Intercambiable, disponible, unido a la materia organicay ademas del contenido

total de este micronutriente en el suelo.

Para evaluar la cantidad de Cu?" unido a la fraccién de &cidos fulvicos,
inicialmente se separd la materia organica humificada mediante método
granulométrico. Posteriormente, se hizo la extraccion alcalina secuencial de la
materia organica humificada con tetraborato, pirofosfato e hidroxido de sodio, la
separacion de los acidos fulvicos en el sobrenadante de esta extraccion,
precipitando los &cidos humicos en medio acido y obteniendo los &acidos
fulvicos en solucién. Para la purificacion parcial de estos &cidos fulvicos, se
eliminaron las sales, mediante resinas de adsorcion, intercambio y membranas
de dialisis. Se realiz0 una caracterizacion de los &cidos fulvicos mediante la
relacion Ea/Es, acidez total y cromatografia de exclusion molecular a través de
sephadex G-75.

Los resultados indicaron: Un 57% del Cu?* total unido a la fraccién organica, un
9% correspondiente al Cu?* disponible y el Cu?* intercambiable no fue

detectado mediante la técnica empleada.

En la evaluacién del Cu?* unido a la fraccién de acidos falvicos se encontré que
el 1% del Cu?* total se encuentra unido a esta fraccién , indicando un riesgo

potencial para la contaminacién ambiental.



1. OBJETIVOS

1.1 General

Determinar la cantidad de Cu?* unida a la fraccién de acido fllvico y a las

diferentes fracciones extraidas de un suelo andisol del Departamento del

Cauca mediante voltamperometria de redisolucion anddica.

1.2. Especificos

Caracterizar fisica y quimicamente el suelo a estudiar.

Realizar la separacion y purificacion de acidos fadlvicos mediante la
extraccion secuencial, previo fraccionamiento granulométrico y

densimétrico de la materia organica humificada.

Determinar las diferentes formas del micronutriente Cu?* en el suelo

mediante esquemas de fraccionamiento.

Estandarizar la técnica voltamperométrica de redisolucion anddica para

la cuantificacion de Cu?* en suelos.

Hacer un andlisis del Cu?* unido a la fraccién de acido fulvico de la

muestra de suelo andisol.



2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.1. Los cationes del suelo

En la figura 1, se indica un esquema de las distintas formas de los cationes
metalicos y los procesos que tienen estos, en el suelo. Los cationes metélicos,
una vez liberados de los minerales que los contienen, pueden permanecer en
la solucion del suelo, so6lo si estos son complejados por la materia organica,
sino, se precipitan como 6xido y/o hidroxidos o sales. lgualmente, pueden ser
retenidos por complejos de intercambio, inmovilizados por acidos humicos o
falvicos. La presencia de los cationes metalicos en la solucion del suelo y su
predisposicién a migrar estd asociada a la presencia de ligandos aportados al

suelo por la actividad de las raices y de los microorganismos.

Figura 1. Diagrama esquematico de reacciones de algunos agentes quelantes (Q) formados en los
suelos provenientes de la materia organica con cationes metalicos (M™).
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2.1.1 El cobre en el suelo

El ion Cu?* puede encontrarse en diferentes formas en el suelo, (McLean vy
Bledsoe, 1992).

o Disuelto en solucion

o Ocupando sitios intercambiables sobre constituyentes inorganicos del
suelo

o Adsorbido especificamente sobre constituyentes inorganicos

o Asociado con materia organica insoluble

o Precipitado como solidos puros o mezclas

o presente en estructuras de minerales secundarios, y/o

o Presente en estructuras de minerales primarios.

El cobre disponible en el suelo es retenido principalmente como cation Cu?*
sobre superficies de minerales de arcilla o en asociaciones con la materia
organica (M.O). La M.O y el pH del suelo son factores que influyen en la
disponibilidad del cobre. La disponibilidad decrece con un incremento de la M.O
del suelo, la cual enlaza cobre. Por consiguiente, los suelos organicos son mas
susceptibles a ser deficientes en Cu?* que los suelos minerales. Por otro lado,
el incremento del pH del suelo incrementa la cantidad de cobre unido a la M.O

y arcillas, por lo tanto, decrece su disponibilidad.

El repetitivo uso de la mezcla CuSO4-5H20 + Ca(OH)2, como funguicida, el
estiércol de cerdo, han conducido a casos de toxicidad por cobre, donde altos
niveles reducen la germinaciéon de semillas, el vigor de germinacion, la
produccion de almidén, reduce la nodulacién, la fijacibn de nitrégeno y la
disponibilidad del hierro; en legumbres: Retarda la floracion y maduracion, y
esteriliza el polen. (Schulte y Kelling, 1999).



2.2 Fraccionamiento del Cobre

El suelo recibe elementos potencialmente tdxicos a través de procesos
naturales y en mayor proporcién a través de fuentes antropogénicas tales
como: La mineria, combustion de recursos fésiles, la metalurgia y a través de

industrias quimicas y electrénicas, (Anderson y colaboradores, 1998).

Los suelos consisten en mezclas heterogéneas de sustancias organicas e
inorganicas y los mecanismos de enlace para los metales varian con la
composicion del suelo. Los efectos ecoldgicos de estos metales en suelos
estan relacionados estrechamente con la distribucion de especies en la fase
liguida y solida del suelo, (Lund y Fresenius, 1990). Dependiendo de su
origen los metales existen en diferentes formas: Minerales y compuestos
quimicos; y en diferentes combinaciones con componentes minerales y
organicos del suelo; los cuales pueden variar de acuerdo a las diferentes
condiciones como: El pH, las condiciones redox, estados de oxidacion,
temperatura, la presencia de M.O y la actividad biolégica, afectando asi los
niveles de concentracion, movilidad, transformacién y procesos de acumulacion
en el ecosistema. Todos estos factores influyen fuertemente en los ciclos
biogeoquimicos de los elementos en su ambiente. En suelos acidos existen
cationes en su forma normal, complejos de cloruros y sulfatos, mientras que en
suelos neutros o moderadamente alcalinos dominan los complejos de

carbonatos, (Kot y Namiesnik, 2000).

Para juzgar el impacto ambiental de los metales, se requiere de un
comprensivo conocimiento de las interacciones entre estos y la matriz del
suelo. EI comportamiento de los elementos en el ambiente (biodisponibilidad,
toxicidad y distribucion) no puede ser determinado sobre la base de su

concentracion total, (Petit y Rucandio, 1999).

Para evaluar la reactividad de las especies o formas de enlace de los metales

como en el caso del micronutriente Cu?* en materiales solidos se han usado



algunos métodos de extraccién tales como: Electrolitos (CaClz o MgCl2),
soluciones amortiguadoras de acidos débiles (a4cido acético o acido oxalico),
agentes quelantes (EDTA o DTPA), agentes reductores (NH20H), acidos
fuertes (HCI, HNOgs, HCIO4, HF) o agentes basicos (NaOH, Na2COs), (Lund y
Fresenius, 1990). Las formas de enlace; conlleva a una determinacion de la
disponibilidad y movilidad de los metales para entender su comportamiento

quimico y su cinética.
2.3 Caracteristicas de las sustancias humicas

Las sustancias humicas (S.H), son macromoléculas heterogéneas derivadas de
la degradaciéon fisica, quimica y biol6gica de la materia organica. Estas
sustancias se encuentran en suelos, sedimentos y en aguas naturales. Su
importancia se debe a la capacidad de unir, movilizar metales y especies

organicas antropogeénicas.

Las S.H no pertenecen a una categoria de compuestos quimicos y por lo tanto
no pueden ser definidas en términos de caracteristicas estructurales exactas,
(Hayes y colaboradores, 1989). La amplia gama de caracteristicas de estas
sustancias implica un alto grado de dispersion del peso molecular, (de 1.000 a
1’000.000 dalton) (Schnitzer, 1978).

Puesto que las S.H son coloides amorfos, polidispersos, solamente es posible
determinar un peso molecular promedio, que depende del método de medida
aplicado. Las S.H muestran una capacidad de intercambio cationico fuerte
generalmente del 5 a 12 mmol g1, debido a la presencia de grupos funcionales

tales como acidos carboxilicos y fendlicos.

Las S.H extraidas del suelo se distinguen de acuerdo a su solubilidad en
medios acuosos en: Acidos himicos (A.H) insolubles a pH 2, acidos fulvicos
(A.F) solubles en todos los intervalos de pH y la humina que son las sustancias

insolubles a cualquier valor de pH.



2.3.1 Caracterizacion de las sustancias humicas

La M.O del suelo es un todo heterogéneo donde la produccion de formas
estables de la misma es el resultado de una serie de reacciones de orden
fisico, quimico y biolégico de caracter complejo. La M.O estable del suelo esta
conformada, en general, por moléculas de alto peso molecular, como los acidos
humicos (A.H), y moléculas de bajo peso molecular como los é&cidos fulvicos
(A.F). La estructura molecular de las sustancias humicas, se visualiza como
bloques de compuestos aromaticos unidos basicamente por enlaces de
hidrégeno, que contienen gran cantidad de grupos funcionales tales como:
Carboxilicos, fendlicos, alcohdlicos, endlicos, cetdnicos e hidroxiquinonas,

(Osterberg y colaboradores, 1993).

Las sustancias organicas del suelo tienen una alta reactividad y propiedades
fuertemente dependientes del pH del suelo, por cuanto constituyen una fuente
de cargas variables de gran influencia, sobre la capacidad de intercambio
cationico; ademas poseen tamafio coloidal, mostrando una elevada superficie

especifica y una alta afinidad por el agua, (Stevenson, 1982).

Por otra parte, estudiar la M.O del suelo implica obviar la fase inorganica, por lo
gue un gran namero de investigadores, (Kononova y Belchikova, 1961) han
probado la bondad de diferentes sustancias extractantes; siendo las mas
usadas las bases fuertes y las sales neutras. Una vez extraida la M.O debe ser
caracterizada; una forma de hacerlo es gracias a su absorcion de radiacion en
el ultravioleta y el visible (UV-Vis) como consecuencia de la presencia de

diferentes estructuras quimicas en las S.H.

La absorcion de radiacion UV-Vis, por las S.H, esta definida por: Grado de
condensacion de los anillos aromaticos presentes en las estructuras; relacion
entre el carbono contenido en estructuras aromaticas y alifaticas; contenido
total de carbono y peso molecular (Kasatochkin y colaboradores, 1964;

Kononova, 1966 y Stevenson, 1982).



Entre los parametros obtenidos mediante la absorcion en el UV-Vis esta la
relacion E4/Es, la cual permite inferir acerca del grado de aromaticidad de las
moléculas de sustancias humicas, asi valores bajos, implican un alto grado de
aromaticidad y valores altos indican un mayor contenido de cadenas alifaticas,
(Kononova, 1966). Ademas esta relacion presenta una alta correlacion con el
contenido de radicales libres, O, C y -COOH presentes en la molécula, (Baes y
Blomm, 1990), y guarda una alta dependencia del pH, por cuanto éste define
las estructuras quimicas y la disociacién de los grupos funcionales, (Tsutsuki y
Kuwatsuka, 1979).

La acidez de los A.H y A.F provenientes del suelo es debida a la presencia de
hidrégenos disociables de grupos acidos carbéxilicos aromaticos y alifaticos e
hidréxilos alcohdlicos y fendlicos. Los hidrogenos reactivos de esos grupos son
los responsables de la capacidad de intercambio de la M.O. Uno de los
métodos mas utilizados actualmente para evaluar la presencia de estos grupos
es realizar un desplazamiento de los hidrogenos con KCI y posterior titulacion
de estos con NaOH. Al graficar el volumen de NaOH agregado en funcion del

pH es posible cuantificar este tipo de sustancias .

Las S.H son usualmente definidas como sustancias con alto peso molecular y
alta heterogeneidad, por lo cual, su estructura hasta el momento no ha sido
establecida. De esta manera, se han hecho estudios para tratar de tener
fracciones homogéneas que ayuden a su dilucidaciéon, (Ouatmane vy
colaboradores, 2000). Mediante el estudio de la distribucién del tamafio
molecular el cual consiste en una columna de filtracion molecular donde las
particulas que forman la fase estacionaria estan empaquetadas dentro de una
columna cilindrica por donde fluye la fase movil (figura 2). Es frecuente que
estas columnas estén en posicién vertical y que la elucion de la fase movil sea

impulsado por la fuerza de gravedad.

Las moléculas excluidas se mueven continuamente junto con el eluyente, en
tanto que aquellas que por su tamafio pueden ingresar a la fase estacionaria

son retardadas en funcién de sus tamafios. Por lo tanto, las primeras moléculas



gue eluyen son las excluidas, y luego, en orden de tamafio decreciente, las

moléculas no excluidas.

Figura 2. Principio de la cromatografia de exclusion por tamario.
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Ademas de las técnicas anteriormente expuestas existen otras tales como:
Espectroscopia de infrarrojo, resonancia magnética nuclear, ultravioleta visible,
pirdlisis acoplado a masas, entre otras, las cuales en conjunto son

herramientas poderosas para la identificacion y elucidacion de estructuras.

2.3.2 Reacciones de iones metalicos con sustancias humicas

La importancia de la M.O radica en la gobernacion de las reacciones de iones
metalicos en suelo, la disponibilidad en plantas, (Formacion de complejos
metal-M.O) y su papel en la nutricion de las plantas y procesos pedogenéticos.
La habilidad de la M.O para formar estos complejos estables con iones

metalicos ha sido bien establecido, (Stevenson, 1985).

Algunos metales que se encuentran naturalmente en el suelo o que son
introducidos por agroquimicos, son retenidos como complejos insolubles
volviéndose indisponible para las plantas. Por otro lado, muchos metales que

ordinariamente se convertirian en precipitados insolubles, a valores de pH de



suelos agricolas productivos comprendidos entre: 5,6 a 6,5, se mantienen en

solucion a través de la quelatacion.

La formacién de complejos metal-organicos en el suelo, tiene los siguientes

efectos en suelos, sedimentos y aguas naturales:

¢ Algunos iones metélicos que ordinariamente estan en forma precipitada
a los valores de pH comunmente encontrados en los suelos, podrian ser

mantenidos en forma soluble en la solucién del suelo.

e La formacién de estos complejos influye en la nutricién de las plantas,
dejando en forma disponible cationes esenciales que a los valores de pH

deberian estar precipitados y no disponibles.

e Bajo ciertas circunstancias la concentracion de cationes toéxicos pueden
ser llevados a formas complejas no toxicas. Tal es el caso de la

disminucién de la toxicidad de Al*3 cuando es complejado por el suelo.

e La complejacién juega un papel importante en la meteorizacion y
formacién de suelo. Los liquenes, bacterias y hongos con sus exudados
inician el ataque a los minerales de las rocas a través de la formacion
de estas sustancias solubles, iniciandose asi, la formacion del suelo,

(Buol y colaboradores, 1981).

e La formacion de complejos permite explicar la acumulacion de
cantidades toxicas de cationes metalicos en depdsitos organicos, como
turberas y carbones de bajo rango, que si son luego utilizados con fines

agricolas pueden causar toxicidades.

e Se pueden formar bases de Lewis organicas con la aplicacion de la
materia organica al suelo, facilitando la complejacion de elementos

toxicos y pueden llegar a los cuerpos de agua superficiales.



2.4 Interaccién de metales con acidos fulvicos

Especial atencion han tenido los A.F, los cuales se derivan de la
descomposicion de plantas y animales por su papel en el transporte y toxicidad
de iones metdlicos en suelos, aguas y como modificadores de la quimica de

iones metalicos.

Como se observa en la figura 3, los A.F tienen una variedad de estructuras
aromaticas y alifaticas con altos contenidos de grupos oxigenados
particularmente acidos carboxilicos e hidroxilos. Estos grupos pueden estar
protonados y/o desprotonados en un rango de pH entre 3 y 9, habilitando al A.F

a comportarse como un polielectrolito, (Stevenson, 1985).

Figura 3. Estructura de un acido fulvico propuesta por Buffle, (Stevenson, 1985).
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Los grupos oxigenados, particularmente carboxilicos y fendlicos se asocian a
iones como Ca?*, Mg?*, Cu?*, Fe?*, Cd?*, Zn?*, y Ni?*, entre otros. Mientras que
los cationes monovalentes como Na* y K* pueden formar enlaces
electrostaticos con grupos aniénicos simples sobre el A.F, los iones metalicos

divalentes pueden ser complejados en dos sitios anionicos adyacentes,



formando un anillo quelato. Esta asociacion es generalmente mas fuerte que la

formada a través de un solo sitio.

Se han establecido dos tipos de reacciones involucradas en la interaccién
metal-A.F, (Schnitzer, 1969 y Gamble y colaboradores, 1970), una de las
mas importantes involucra tanto OH fendlicos como grupos COOH (Figura 4).
Una reaccion de menos importancia que envuelve grupos -COOH solamente se

presenta en la figura 5.

Figura 4. Interacciéon del Cu?* tanto con grupos fendlicos y carboxilicos.
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Figura 5. Interaccion del Cu?* con grupos carboxilicos.
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Los complejos también se pueden formar con estructuras cetdnica conjugadas,

de acuerdo a la figura 6.

Figura 6. Interaccion del Cu?* con estructuras ceténicas.
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2.5 Voltamperometria

La caracteristica comun de todas las técnicas voltamperométricas implican el
uso de un potencial (E) a un electrodo y la supervision de la corriente que
resulta (I) que atraviesa la celda electroquimica. En muchos casos el potencial
aplicado se varia o la corriente se supervisa durante el tiempo (t). Asi, todas las
técnicas voltamperométricas se pueden describir como cierta funciéon de E, | y
det.

Las ventajas analiticas de las técnicas voltamperométricas incluyen una alta
sensibilidad, un rango de concentracion lineal amplio para especies organicas e
inorganicas (1012 a 10'M), una gran cantidad de solventes y de electrélitos
Gtiles, una amplia gama de temperaturas, andlisis rapidos (segundos),
determinacion simultdnea de varios analitos, la capacidad de determinar
parametros cinéticos y mecanicos. Los quimicos analiticos utilizan
rutinariamente las técnicas voltamperométricas para la determinacion
cuantitativa de una variedad de sustancias inorganicas y organicas disueltas.
Los quimicos inorgénicos, fisicos y biologicos utilizan extensamente estas
técnicas para una variedad de propositos, incluyendo estudios fundamentales
de la oxidacion y los procesos de la reduccion en varios medios, los procesos
de la adsorcion en superficies, los mecanismos de la transferencia del electrén
en una reaccion, la cinética de los procesos de la transferencia del electrén, el
transporte, la especificacion y las caracteristicas termodinamicas de una
especie solvatada, (Skoog y colaboradores, 2003).

.2.5.1 Polarografia

Es una técnica donde el electrodo de trabajo es una gota de mercurio
suspendida del extremo de un capilar de vidrio. El analito puede ser oxidado o
reducido en la superficie de la gota de mercurio. La corriente circula en un
electrodo auxiliar constituido por un alambre de platino, y como referencia se

emplea un electrodo de calomel saturado o Ag/AgCl.



El potencial de la gota de mercurio se mide con respecto al electrodo de
referencia, en el que circula una corriente despreciable. El potencial eléctrico (o
voltaje) es variado de una manera regular entre dos electrodos (auxiliar o
indicador y el de trabajo) mientras que la corriente es monitorizada. La forma
del polarograma depende del método de andlisis seleccionado, el tipo de
electrodo auxiliar y la rampa de potencial que es aplicado. La respuesta de la
corriente vs. potencial del experimento polarografico tiene la tipica forma
sigmoidal, (Skoog y colaboradores, 2003).

Lo que hace diferente la polarografia de otra medida voltamperométrica de
barrido lineal es el modo de operacion del electrodo de gota de mercurio, por
ejemplo DME y SMDE. Las técnicas polarograficas mas sensibles tienen un
limite de deteccién préximo a 10° M y precision cercana al 5%.

2.5.1.1 Electrodos

En polarografia se trabaja con tres electrodos como se ilustra en la figura 7.

Figura 7. Celda polarografica.

» Electrodo de trabajo (WE). Se tienen distintos tipos, en funcion del
material y el tamafio (tabla 1).

» Electrodo de referencia (RE). Ag/AgCl, KCI 3.0 M.



» Electrodo auxiliar (AE). Pt - Carbono Vitrificado.

Tabla 1. Electrodos de trabajo en funcion del material y del tamafio.

DME SMDE HMDE
Area
Hg DME, SMDE, HMDE Electrodo _.——
Tiempo(s)
Material
Au, Pt, Ag, pasta de Area RDE
i Electrodo
sOLIDOs | carbono, grafito, carbono
vitrificado, quimicamente P ——
modificados
MACROELECTRODOS
Tamafo
MICROELECTRODOS

Las distintas técnicas polarograficas que se utilizan se caracterizan por la forma
de aplicar el potencial al electrodo de trabajo y por el material utilizado en su

construccion, (Tabla 2), (Riley y Watson, 1987).

Tabla 2. Técnicas segun electrodo de trabajo empleado.

Siempre que el electrodo de trabajo sea de mercurio y
Polarografia ademas trabaje en condiciones dinamicas (DME vy
SMDE)

Cuando el electrodo de trabajo es solido o si es de
Voltamperometria mercurio, la superficie de trabajo permanece constante
a lo largo de todo el proceso REDOX (HMDE)

2.5.1.2 Técnicas polarogréficas segun el potencial aplicado

» Polarografia de corriente directa (DC). Esta técnica consiste en aplicar
un barrido lineal de potencial a velocidades bajas, menores a 10 mV/s a
un electrodo de gota de mercurio, obteniéndose un polarograma
caracteristico del sistema analizado. El limite de sensibilidad esta en 10-°

M debido a la corriente residual.



» Polarografia de pulsos normales (NP). En ésta técnica cada pulso de
potencial comienza al mismo nivel (no existe intensidad faradaica); es
decir, el potencial se mantiene constante entre los pulsos y la amplitud
entre éstos aumenta en pequefos intervalos en forma de una rampa

lineal. El limite de deteccion es de 107 M.

= Polarografia diferencial de pulsos (DP). Es una técnica que aplica sobre
una rampa lineal del potencial incrementos fijos de potencial. La
intensidad de corriente registrada es la diferencia entre la intensidad al
final del pulso y la intensidad antes de aplicar el siguiente pulso. La
técnica DP discrimina muy bien la intensidad capacitiva, llegando a
niveles de deteccion de 10€a 10° M.

e Polarografia de onda cuadrada (sw). Es una técnica que ofrece la
ventaja de una gran velocidad y una elevada sensibilidad. Con un
electrodo de gota de mercurio, el barrido se lleva a cabo durante los
ultimos milisegundos de la vida de una Unica gota, cuando la intensidad

de la corriente de carga es esencialmente constante

Como se puede observar en la figura 8, el método diferencial de pulsos (DP)
presenta mayor sensibilidad, comparado con la polarografia de corriente directa
(DC) y de pulsos normales (NP), (Ruiz. y Pedrero, 1994).

Figura 8. Sensibilidad en funcién de la técnica polarogréfica.
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2.5.2 Voltamperometria de redisolucion

Durante una preelectrolisis a un adecuado potencial aplicado los iones
metalicos son reducidos y amalgamados en un electrodo de trabajo, ya sea un
sélido como el electrodo de disco rotatorio de oro 6 de carbono y en muchos
casos, un electrodo de gota de mercurio suspendida (HMDE), donde la
superficie de trabajo permanece constante a lo largo de todo el proceso
REDOX, (Skoog y colaboradores, 2003). En la figura 9 se presentan las tres

etapas de esta técnica analitica.

Figura 9. Etapas de la voltamperometria de redisoluciéon anddica.
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Por aplicacién de un potencial constante mas negativo que el potencial de
media onda del analito, éste ultimo se reduce y se disuelve en la gota
suspendida. Puesto que solo se deposita una fraccién del analito contenido en
la solucion, la reduccion debe efectuarse durante un tiempo y una agitacion

reproducible.

M™  + HgO + ne —_ > MO(Hgo) Reaccion 1

Después de haber concentrado el analito en la gota durante cierto tiempo, se
suspende la agitacion y el potencial se incrementa a velocidad constante para
reoxidar el analito contenido en la gota. Durante esta oxidacion, la corriente

alcanza un valor maximo que es proporcional a la cantidad de analito que se ha



depositado. Para cada analisis se genera una nueva gota de mercurio, (Riley y
Watson, 1987).

M°(Hg®) —> M™ + Hg* + ne Reaccion 2

En la figura 10 se compara el mecanismo utilizado en polarografia y en
voltamperometria.

Figura 10. Comparacion de la técnica polarogréfica y voltamperométrica.
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2.6 Caracteristicas del suelo andisol del departamento del Cauca

Se tomO una muestra compuesta de un suelo del departamento del Cauca,
Municipio de Cajibio , vereda la Aurelia. Esta zona se caracteriza por sus
cultivos de café y cafia de azucar razon por la cual se escogié como sitio de
muestreo ya que se utilizan algunos funguicidas cupricos para el control de la

roya y de otros cultivos de pan coger.

Algunos de los estudios realizados en este tipo de suelo se han dirigido hacia el

estudio de las sustancias humicas. Davila, 2002, realiz6 algunos estudios en la



caracterizacion preliminar de &cidos fulvicos extraidos de estos suelos,
encontrando mediante espectroscopia de infrarrojo, bandas caracteristicas de
grupos COOH y OH fendlicos; otros estudios en cuanto: La retencion de
aluminio por dos fuentes de materia organica y su correlacion con el grado de
humificacion, (Mufioz G, 2003), extraccion de huminas (Mufioz B, 2004) y el
analisis de aluminio retenido por sustancias humicas que actualmente esta en

ejecucion.

Este suelo ha sido caracterizado como suelo andico el cual esta 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.

Los suelos de ando, referidos como suelos oscuros por los japoneses, fueron
introducidos a la nomenclatura pedologica por Thorp y Smith en 1949 como
suelos desarrollados a partir de una amplia gama de depésitos de cenizas
volcanicas en las islas japonesas, en Filipinas, Hawai y casi con certeza en
otras islas del pacifico, Africa y América central. Estos suelos
fundamentalmente de espesor, estructura grumosa y granular fina, con un
contenido de materiales organicos hasta del 30 % en los miembros mas

oscuros del grupo.

Las propiedades andicas resultan principalmente de la presencia de cantidades
significativas de complejos aluminio-humus de alofana, imoglobita y
ferrihididrita. Los materiales amorfos se forman durante intemperismo y otros
maretiales parentales con contenidos significativos de vidrio volcanico. Las
propiedades andicas se definen en base a los porcentajes de hierro y aluminio
extraidos con oxalato de amonio, la densidad aparente y la capacidad de

retener fosfatos.



El pH es fuertemente tamponado entre 4 y 5 debido a la alta cantidad de
aluminio precipitado, su alta capacidad de intercambio catidnico y la alta

capacidad para fijar fosfatos y nitratos debido a su carga anionica.

El horizonte A es de color negro (melanico), de consistencia friable, con muy
baja densidad aparente, y tiene alta capacidad de retencidén de agua, alto indice
de plasticidad (tixopria) alta superficie especifica, reportandose valores de 400
m/g. En andisoles mas evolucionados, la proporcion de arenas es baja y
generalmente corresponden a vidrios no, o poco alterados. Estos suelos
presentan estructura granular en agregados finos del tamafio de los limos,

denominados seudolimos.

Los andisoles son ricos en materia organica humificada la cual es en su mayor
parte extractable con reactivos alcalinos corrientes. Los compuestos
extractables A.F y A.H provienen de la insolubilizacién de precursores solubles,
(Davila, 2002).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion geografica

Se tomo6 una muestra compuesta de un suelo de la vereda la Aurelia, municipio
de Cajibio, departamento del Cauca, de acuerdo a metodologia estandarizada
en el Laboratorio de Agroquimica, Universidad del Cauca, (Bravo y Giraldo,
2003).

Posicion geomorfoldgica: Planicie disectada, meseta de Popayan
Temperatura promedio: 19 °C

Altura sobre el nivel del mar: 1740 m

Clima: Templado

Precipitacion lluviosa anual: 1500 mm

3.2. Equipos utilizados

Balanza analitica PRECISA XT 220A (220 g/0.001 g)

e Planchas CORNING PC-420

e Espectrofotdmetro visible SPECTRONIC GENESYS 20

e Equipo de digestion BUCHI B-426 y destilacion BUCHI K-314

e Titulador automaéatico universal METROHM E-70

e pH - metro METROHM E-744 con electrodo combinado de vidrio

e Tamizador automatico AS200



e Polarografo analizador de trazas 746 VA — STAND 747 VA METROHM,
el cual trabaja con los siguientes electrodos: Electrodo Multimodo de
Mercurio (MME), Electrodo de Referencia Ag/AgCI/KCI 3.0 mol/L y
Electrodo Auxiliar de Platino (Pt)

3.3 Andlisis fisicos y quimicos del suelo

Con el objeto de caracterizar el suelo se utilizaron las siguientes metodologias
las cuales fueron previamente estandarizadas en el Laboratorio de
Agroquimica de la Universidad del Cauca, (Bravo y Giraldo, 2003),

realizandose por duplicado.

3.3.1 Andlisis fisicos

. Humedad. Se determiné mediante método gravimétrico, para lo cual se
peso el suelo en una capsula tarada previamente y se introdujo en estufa por
24 horas a 105 °C hasta peso constante. La diferencia de pesos determina la

humedad del suelo.

o Textura. Se utilizé6 el método de Bouyoucos, basado en la Ley de
Stokes, que consiste en determinar la cantidad de sélidos en suspensién por
medio del hidrémetro. La profundidad del centro de flotacién del hidrometro

varia con la densidad de la suspension y también con la textura.

Se midi6 la densidad de la muestra en agua, con un hidrometro a diferentes
tiempos: la primera se tomé a los 40 segundos de preparada la suspension,
tiempo en el cual se han sedimentado las arenas, midiéndose la densidad de
limos y arcillas. Luego se tomo otra lectura a las 2 horas en el cual se han
sedimentado los limos, quedando en suspension las arcillas, midiéndose la

densidad de ellas.



3.3.2 Andlisis quimicos

o pH. Se determind mediante el método Potenciométrico, donde se
realizd la determinacién del pH con un electrodo de vidrio, teniendo en cuenta

una relacion agua suelo de 1:2.5.

o Carbono Orgéanico. Se realiz6 mediante el método Walkley Black, el
cual consiste en oxidar el carbono organico presente en el suelo con un
oxidante en medio acido, utilizando como oxidante fuerte el K2Cr207 1 Ny
como medio, acido sulfurico concentrado. La reaccion de oxidacion de la M.O

es:

2K2Cr207 + 8H2S04 + 3Corg —» 2 Cr2(S04)3 + 3CO2 +2 K2SO4 + 8H20

Reacciéon 3

El exceso de K2Cr207 1 N se valoré volumétricamente con sulfato ferroso

amonico utilizando como indicador ferroina. Las reacciones son las siguientes:

Fet2 — Fe™ Reaccion 4
Cr6  — Cr* Reaccién 5
o Capacidad de Intercambio Catidnico (C.l.C). Consistid en desplazar

todos los cationes del suelo y reemplazarlos por iones NH4*, el suelo seco,
tamizado y muy fino, se satura con NH4*. Posteriormente, se desplazo los iones
NH4* adsorbidos con NaCl, obteniéndose NH4Cl en solucidon que se tratdé con
formaldehido neutro. El HCI obtenido se titul6 con NaOH 0,1 N. La reaccion 6

muestra lo que ocurre.

NH4Cl + HCOH ——— HCI + CH2=NH + H20 Reaccion 6



o Bases Intercambiables. Corresponden al Calcio, Magnesio, Sodio y
Potasio, se determinaron en el primer extracto del tratamiento con Acetato de
amonio (AcONHya) de la determinacion de C.I.C y la cuantificacion se realizo por

espectrofotometria de Absorcién Atomica.

o Determinacion de la acidez intercambiable. Esta hace referencia a las
especies catidnicas que generan acidez potencial o cambiable, tales iones son:
El AP* y el H*. La metodologia consisti6 en un desplazamiento con KCI de
estos iones, los cuales se titularon con NaOH en presencia de fenolftaleina.
Una vez titulados estos iones, quedando de la forma AlI(OH2)s** se valoré el

AlI** presente en forma hidratada de acuerdo a las siguientes reacciones:

AI(OH,)** .OH +2CI~ — AI(OH, ), Cl,OH Reaccion 7

Al(OH,).CI,OH + 6NaF — Na ;AlF; + NaOH + 2NaCl + 5H,0 Reaccion 8

El NaOH producido se titul6 con HCIl y como la cantidad de NaOH depende de
la cantidad de AICIs, el nimero de miliequivalentes de HCI empleados para

neutralizar el NaOH serd igual al nimero de miliequivalentes de Al*3,

o Foésforo disponible. Se utilizé el método Bray I, adecuado para suelos
acidos; el cual consistio en una extraccion con NHsF 0,05/HCI 0,1 N, donde el
ion fluoruro precipita el calcio soluble por lo que se extrae las formas P-Ca mas
solubles a pH &cidos. También compleja al aluminio por lo que este extractante
es especifico para el CaHPO4 que es soluble a pH acido. Una vez extraido el
fésforo se procedidé a su determinacion por el método colorimétrico en

espectrofotometro a una longitud de onda de 660 nm.

o Nitrogeno total. Se siguidé el método Kjeldhal, en el cual se realizdé una
oxidacion con &cido sulfarico, convirtiendo el nitrégeno en sulfato acido de

amonio como se muestra en la reaccion 9.



N +H,S0, —-—CO, +NH,HSO , +H,O0 Reaccion 9

organico

El sulfato acido de amonio se descompone por medio de un exceso alcali para
liberar el amoniaco el cual se recogié por destilacion sobre &cido bodrico

(reacciones 10y 11).

NH,HSO , + 2NaOH —NH, +NaSO , + 2H,0 Reaccion 10

NH,,OH +H,BO, —NH,H,BO, +H,0 Reaccion 11

El borato de amonio se valor6 con H2SO4 utilizando indicador mixto (Azul de

metileno-rojo de metilo) (reaccién 12).

NH,H,BO, + H,S0, — NH,HSO, + H,BO, Reaccion 12

3.4 Separacién de la materia organica fresca (M.O.F) y la materia organica
humificada (M.O.H)

Con el objeto de separar los compuestos humicos de la materia organica fresca
se utilizaron dos metodologias: La granulométrica y la densimétrica con el fin
de garantizar la completa eliminacion de la materia organica fresca de la

fraccion humificada.

3.4.1 Método granulométrico

Con este procedimiento se obtuvo la fraccion menor de 53 p, que correspondié

a la materia organica humificada y la mayor de 53 u a la materia organica libre.



Figura 11. Esquema de la separacion granulométrica.
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porciones de 35 g hasta obtener una suspension
con un peso en suelo de aproximadamente 211 g

Tamizar en hiumedo la suspension a
100 p y después a 53 p aplicando
chorro suave de agua destilada hasta
no observar particulas

\4

Fraccion > 53 p

v
Fraccion < de 53 p

v
Secar en estufa 45 °C
hasta peso constante

\ 4
Pesar y Determinar
%Corg

y
Materia Organica

Humificada (M.O.H) <53 u

Este procedimiento se realizé por
duplicado




3.4.2 Método densimétrico

Se utilizé6 una solucién de bromoformo-etanol para completar la separacién
entre la materia organica libre (M.O.L) y la materia organica humificada

(M.O.H), como se muestra en la figura 12.

Figura 12. Esquema de la separacion densimétrica.

10 g Materia Organica
Humificada (MOH) <53 pn

v
50mL de bromoformo/alcohol
d1,661.8g/mL

v
Agitar 3 minutos
manualmente

'

Centrifugar 20 minutos a 4000 rpm

v \4
Residuo 6 Sobrenadante
Fraccion
Pesada

!

Lavar residuo con
alcohol

!

Secar a 40 °C

A
Pesar y determinar
%Corg

v
Materia Organica
Humificada (M.O.H)




3.5 Extraccién y separacion de las sustancias humicas

En esta etapa se inici6 la caracterizacién de la M.O propiamente dicha, o sea la
M.O.H, que comprende los diversos tipos de huminas, A.F y A.H.

3.5.1 Extraccion de Huminas, a&cidos humicos y acidos fllvicos

En esta etapa se hizo la separacion de A.F, A:H y huminas; obteniéndose, los
A.F y A:H en solucién y la humina como residuo. El procedimiento realizado se

muestra en la figura 13.

Figura 13. Extraccidon de huminas, &cidos fllvicos y 4cidos humicos.

5 g de fraccién
M.O.H
(A.H, A.F y Huminas)

4
+100 mL tetraborato de
sodio 0.1 Na pH 9,7

l

Agitar 1 hora en agitador de
aspas

'

Centrifugar 20 min a
4000 rpm

v v
Sobrenadante 1 Residuo A

Repetir procedimiento hasta
agotar materia organica

Y \ 4
Sobrenadante Residuo A
1+n

!




Reunir sobrenadantes
de Tetraborato de sodio

v
+100 mL pirofosfato de
sodio 0,1 NapH 9,8

A 4
Agitar 1 hora en agitador de
aspas

v
Centrifugar 20 min. a
4000 rpm

A
Sobrenadante 2 Residuo B

'

Repetir procedimiento hasta
agotar materia organica

: }

Sobrenadante Residuo B
2+n

!

Reunir sobrenadantes
de Pirofosfato de sodio

) 4
+100 mL de hidréxido de
sodio 0,1N a pH 12

A 4
Agitar 1 hora en agitador de
aspas

Centrifugar 20 min a 4000 rpm




) 4
Sobrenadante 3

Reunir sobrenadantes
1,2,3
(AH, AF, sales y arcillas)

Resi‘d'uo C
| |

Repetir procedimiento
hasta agotar
materia organica

v v
Sobrenadante Residuo C
3+1

A 4

Secar en estufa
a 45 °Cy pesar

A 4

Humina

3.5.2 Separacion de los acidos fulvicos y los acidos humicos

En la figural 14 se muestra el procedimiento para la separacion de los A.F y

A:H.



Figura 14. Separacion de los acidos fulvicos y los acidos humicos.

Sobrenadantes de Tetraborato,
Pirofosfato e Hidroxido de sodio

v
Flocular arcillas con NaSOa4 2%

\ 4
Reposar 1 noche a 4°C

A 4
Centrifugar 15 min a 7000 rpm

\ 4 \ 4
Sobrenadante AH, AF y Residuo
sales minerales Arcillas floculadas

v
Llevar a pH 2 con
H2S04 [ ]

A
Reposar 1 noche
a 4°C

A 4
Centrifugar 15 min

a 7000 rpm
Residuo
> Acidos
Humicos
A 4
Sobrenadantes
Tetraborato, pirofosfato e Hidroxido de
NaOH

A4
Fraccion Fulvica
(AF y sales minerales)

v
Determinar % C por Walkey-Black sobre alicuota
de 25 mL
llevada a sequedad a 45° C




A los sobrenadantes que contienen los acidos fulvicos y sales minerales se les
denomina fraccion fulvica (F.F).

3.5.3.1 Eliminacién de sales de la fraccion fulvica

La purificacion de los A:F se realiz6 mediante resinas de adsorcion, intercambio

y membranas de dialisis como se observa en la figura 15.

Figura 15. Eliminacion de sales de la fraccion falvica.

1000mL de Fraccion Fulvica

\ 4
Determinar conductividad y pH

y
Concentrar a través de una columna de
10mL Amberlita XAD-16

y
Eluir con100 mL NaOH 0,7 N

Determinar conductividad y pH

\ 4
Pasar eluido en columna de
Intercambio I6nico Rexyn 101 H de 50mL

Determinar conductividad y pH

'

Pasar a través de una membrana de
didlisis por 24-48 h hasta pH 4 y
conductividad entre 150-180 uS

v
Acidos Fulvicos purificados

!

Determinar % C por Walkey-Black




3.5.4 Caracterizacion de los acidos fulvicos

Con el objeto de caracterizar los A.F purificados se realizaron los siguientes

analisis.

3.5.4.1 Determinacion de acidez total

Se hizo una titulacién con volumen fijo de 0.05 mL de hidroxido de sodio en
titulador automatico, previo intercambio con KCIl para determinar los grupos
carboxilos e hidroxilos fendlicos disociados. Asi se determind el grado de
sustitucion y en consecuencia la capacidad de intercambio de estas

macromoléculas. La figura 16 se muestra su procedimiento.

Figura 16. Determinacion de la acidez total de los &cidos fulvicos purificados.

Acidos Fulvicos purificados

\ 4
+ 20 mL de KCI en recipiente
cerrado

Agitar por 30 min

|

Titular con NaOH 0.01N hasta
pH 10

A 4
Graficar pH vs. volumen de
NaOH 0.01N

'

Cuantificar la acidez total y determinar
la concentracién de grupos carboxilo e
hidroxilo fendlico




3.5.4.2 Fraccionamiento de los acidos fulvicos mediante filtracién a través de
sephadex G-75

Con el objeto de fraccionar la macromolécula de caracter heterogénea, en
fracciones mas homogéneas, se hace una filtracion a través de sephadex G-
75, cuyo rango de fraccionamiento esta entre 1000 y 50000 daltons. Como
muestra en la figura 17, se realiza en una columna cromatografica con el objeto

de separar las fracciones de acuerdo al tamafio molecular.

Figura 17. Filtracién de los acidos fulvicos purificados a través de sephadex G-75.

Solucién de Acidos Fulvicos purificados

\ 4
Pasar través de una columna de 25 mL de sephadex
G-75, con flujo de 6 gotas por minuto

\ 4
Colectar fracciones cada 2 mL

!

Hacer un barrido para medir el valor de
absorbancia en un rango de 200-700 nm

Determinar absorbancia a
A de mayor absorcion

3.5.4.3 Espectroscopia Ultravioleta-Visible. Relacion de densidades opticas
entre 465 y 665 nm. (Relacion Ea/Es)

La medida a estas dos longitudes de onda permitié conocer la densidad Optica
de los A.F, que depende la estructura quimica, el peso molecular, el contenido
de dobles enlaces conjugados; ademas, se determind la relacion entre el
contenido de carbon aromatico y el carbon de cadenas alifaticas. Esta
medicion se hizo sobre una dilucion del acido fulvico en NaHCOs. La figura 18

muestra el procedimiento.



Figura 18. Determinacion de la relacion Es/Es.

Acidos Fulvicos purificados

\ 4
Disolver en 10 mL NaHCOs 0,5N

Agitar suavemente
Determinar relacién de la
densidad Optica a 465 / 665 nm

3.6 Estandarizacion de la técnica voltamperométrica para determinacion

de Cu?*

En la tabla 3 se observan los pardmetros estandarizados para la determinacion

de Cu?* por voltamperometria.

Tabla 3. Parametros para la determinacién de Cu?* por voltamperometria

Parametro Condiciones de trabajo
Técnica Voltamperometria de redisolucién anddica de onda
cuadrada
Electrodos Electrodo de trabajo: Gota de mercurio suspendida

Método de cuantificacion

Condiciones
experimentales
Curva de cuantificacion

Solucién de medida

Electrodo de referencia: Ag/AgCl, KCI 3.0 M
Electrodo auxiliar: Platino
Curva de adicion estandar

Potencial de electrdlisis, periodo de concentracion o
electrolisis

Curva de adicion estandar en un rango de 0,05 a
0,25 ppm

Muestra: De 1 a 2 mL

Solucién tampédn/electrolito: 2 mL de acido acético

1 N/ NaOH 1 N

Solvente: Agua hasta aforar a un volumen de 10 mL
Solucion patron: CuS04.5H20 99.5%




3.7 Parametros estadisticos para la estandarizacion de la técnica

voltamperométrica para la determinacién de Cu?*

Para establecer los limites practicos de la técnica y la metodologia empleada,

ademas de asegurar la precision, linealidad y sensibilidad de los datos

obtenidos se tomaron en cuenta los siguientes parametros:

Linealidad. Se preparé una solucion madre de una concentracién de
1000 ppm a partir de CuSO45H20 de 99.5% pureza, posteriormente se
preparé una curva de adiciones estandar en un rango de 0 a 0.25 ppm

de Cu?*. Cada punto de la curva fue medido por triplicado.

Precision: Repetibilidad y reproducibilidad. Con el fin de observar el
grado de concordancia entre los datos individuales y repetitividad de la
técnica cada punto de la curva se midié por triplicado determinandose
con estos datos la desviacion estandar (s) y la desviacion estandar
relativa (RSD).

Para determinar la reproducibilidad del método, se determind la
concentracion durante 15 dias consecutivos una sola vez por dia de un

patron de Cu?*.

Sensibilidad. Para calcular el limite de deteccion (LD) y el limite de
cuantificacion (LC) se simulé una matriz con los reactivos utilizados en la
extraccion del Cu?* y se realiz6 una curva de adicién estandar en un
rango de 0 a 0.050 ppm utilizando las ecuaciones que se muestran en el

anexo 2 para la obtencion de los datos.



3.8 Extraccion de Cu?* en la muestra de suelo

Con el objeto de determinar los tipos de enlaces del Cu?* en el suelo, se
extraen las diferentes formas de Cu?* presentes en el suelo como se
relaciona a continuacion:

3.8.1 Extraccion de Cu?* total

Se realizé una digestion perclérico-nitrico (3:1) de acuerdo a la figura 19.

Figura 19.Digestion del suelo para la determinacion de Cu?* total.

Digestion Suelo con mezcla
digestora: perclérico-nitrico (3:1)

\4

Evaporar sin llevar a sequedad
con agitacién intermitente

'

Filtrar por membrana de 45pu
aforando a volumen de 25 mL

3.8.2 Extracciéon de Cu?* unido a la materia organica

Para determinar el Cu?* unido a la M.O se siguié el método basado en una
oxidacion de la materia con peroxido de hidrégeno. (Kot y Namiesnik, 2000 y
Davidson y colaboradores, 1999) como se indica en la figura 20.



Figura 20. Extraccién de Cu?* unido a la fraccion orgénica del suelo.

1.0g de suelo

!

Agregar 30 mL HNOsz y 50 mL H202 35%

!

Calentar 80-95 °C por 12 h

\4

Agregar 20 mL H202 35%, calentar por 1 h con
agitacion intermitente

!

Enfriar y afiadir 50 mL
NH4OAc 3.2M en HNO3 25%
agitar por 1hy aforar a 25 mL

3.8.3 Extraccion de Cu?* Disponible.

Se hizo mediante extraccién con DTPA de acuerdo a metodologia reportada
por Bravo y Giraldo (2003) como se relaciona en la figura 21.

Figura 21. Extraccion de Cu?* disponible con DTPA.

10 a de suelo

!

Adicionar 20 mL de DTPA

Agitar por 2 h

A 4
Filtrar y tomar 10 mL del filtrado

A
Digestion con 30 mL de percldrico-nitrico (3:1)

A\ 4

Filtrar por membrana de 45u
Y aforar a 25 mL




3.8.4 Extraccion de Cu?* intercambiable

Se realiz6 una extraccién con acetato de amonio de acuerdo a la metodologia
reportada por Tokalogiu y colaboradores, (2003) como se relaciona en la

figura 22.

Figura 22. Extraccion de Cu?* intercambiable.

50 g de suelo

A 4
200 mL NH4OAc

A\ 4
Agitar por 12h a 60 rpm

.

Aforar a 25 mL

3.9 Determinacion de Cu?* en los acidos fulvicos

Se realiz6 una digestion perclérico-nitrico (3:1) para éacidos fulvicos como
también para las fracciones obtenidas por sephadex G-75 de acuerdo a la

figura 23.

Figura 23. Determinacion del Cu?* unido a la fraccion de &cidos fulvicos.

Digestion de AF con mezcla
digestora: perclérico-nitrico (3:1),

v

Evaporar sin llevar a sequedad
con agitacién intermitente

Filtrar por membrana de 45u aforando
a volumen de 25 mL




3.9.1 Determinacion de Cu?* en las fracciones obtenidas por la separacion
sobre sephadex G-75

Para cuantificar el Cu se utiliza la técnica de Voltamperometria de redisolucion
anodica de onda cuadrada mediante los parametros Optimos para la

determinacion del Cu?* en las diferentes muestras analizadas.



4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Analisis fisicos y quimicos

En la tabla 4 se encuentra los datos de la caracterizacion del suelo analizado
en este trabajo, donde se observa una muy alta humedad que supera la
capacidad de campo (29%). Al clasificarse el suelo con una textura franco
arenosa se encuentra que las arenas, particulas mayores de 50 micras, son
mas del 50% (69,38%), mientras que las arcillas, particulas menores de 2
micras, solo representan el 7,1%, indicando que esa alta retencion de humedad
se puede atribuir al alto contenido de M.O, detectado en este suelo. De igual
forma se observa una baja densidad real que se correlaciona también con el

alto contenido de M.O.

La acidez muy fuerte detectada (Malagén y colaboradores, 1995) en el suelo,
se puede atribuir tanto a la M.O como al aluminio intercambiable. En la tabla 4
se observa que el aluminio conserva una saturacibn media siendo
aproximadamente 2,5 veces superior a la saturacién de bases, indicando que
esta en un nivel no téxico, (Malagén y colaboradores, 1995), implicando una
pérdida progresiva de estas bases, debido a extracciones continuas sin
reposicién o por lavado debido a la fuerte acidez, lo que se confirma porque la
capacidad de intercambio efectiva es menor de 4. La deficiencia de las bases
de cambio también contribuyen a la muy fuerte acidez pues se detecta valores
inferiores de Ca, Mg y K, donde el nivel de Na asi como su saturacién son
normales para este tipo de suelos. La relacion Ca/Mg es inferior a 2 indicando
que predomina la deficiencia de calcio y la relacion Ca+Mg / K indica también
fuerte deficiencia de potasio.

La capacidad de intercambio catidnico estd en un nivel alto, (Malagén y
colaboradores, 1995) pero como se demostré, en ella contribuye

mayoritariamente la acidez intercambiable y proviene principalmente de la M.O.



Tabla 4. Propiedades fisicas y quimicas del suelo andisol del departamento del Cauca.

PROPIEDADES FISICAS

SUELO HUMEDAD DENSIDAD REAL GRANULOMETRIA TEXTURA
(%) (g/mL)
% Arenas % Arcillas % Limos
ANDISOL 37,22 2,07 69,38 7,01 37,63 FRANCO ARENOSA

PROPIEDADES QUIMICAS

Acidez Intercambiable Capacidad de Intercambio

H mea/100a suelo Al*® Intercambiable H* Intercambiable mea/100 a suelo
P % Corg % M.O % N P (ppm) C/N q 9 meg/100g suelo meq/100g suelo q 9
4,89 8,97 15,46 0,71 3,21 12,63 1,954 1,262 0,692 32,52
BASES DE CAMBIO
Capacidad de % SATURACION DE BASES
Calcio Magnesio Sodio Potasio Intercambio Efectiva
meqg/100g meq/100g meg/100g meq/100g Ca/Mg Ca+Mg/K meq/100 g suelo % Saturacion % Ca % Mg % Na % K % Al

0,186 0,102 0,081 0,142 1,82 2,02 2,465 20,73 7,54 4,13 3,28 5,78 51,20




El alto contenido de M.O, la acidez muy fuerte y la deficiencia de Ca y Mg
impiden un adecuado proceso de mineralizacion y humificacion, lo que conduce
a una acumulacion de capas sucesivas de M.O; a su vez pueden la vida de los
microorganismos, puesto que, se pueden crear condiciones de anaerobiosis y
de esta manera, es posible que se desarrollen microorganismos patégenos

para los cultivos.

El alto porcentaje de nitrégeno, (Malagén y colaboradores, 1995) esta
relacionado con el alto contenido de M.O, pero es posible que la mayoria de
este nitrdgeno esté en forma organica y no disponible para los cultivos. El
nitrégeno es un nutriente muy necesario para el crecimiento de las plantas,
pero es absorbido por las raices generalmente bajo la forma de nitrato y i6n

amonio.

La relacion C/N = 12,63, indica la presencia de un alto contenido de carbono
proveniente de la materia organica, pero al mismo tiempo indica (relacion C/N
menos de 30:1), que el suelo tiende a una normal mineralizacion, mientras que
relaciones entre 20 y 30:1 no favorecen la mineralizacion e inmovilizacion del

nitrégeno por igual, (Malagén y colaboradores, 1995).

Ademas se observa una marcada deficiencia de fosforo atribuible a la fuerte
acidez, implicando una fuerte adsorcion sobre la fase coloidal, ya sea
precipitandose en forma de compuestos insolubles de aluminio y de hierro,
sustituyéndose isomoérficamente sobre las arcillas o adsorbiéndose

anionicamente sobre los grupos -NHs* de la materia organica.

4.2 Separacion de la materia organica humificada (M.O.H) de la materia

organica fresca (M.O.F)

En la tabla 5 se reportan los porcentajes de M.O.H separados por el método
granulométrico realizando este procedimiento por duplicado. Se observa, una

recuperacion mayor al 50 % en la fraccibn menor de 53 p, en la cual el 19,28%



corresponde M.O.H unida a la fraccion mineral, indicando que el proceso de

humificacion es aun incipiente.

Tabla 5. Resultados de la separacion de la muestra de suelo después de una
separacion granulométrica

MUESTRA  GRAMOS DE % %Corg DE %MOH
SUELO EXTRACCION  FRACCION< 50 pu
TAMIZADOS
Andisol 211,5200 65,61 10,67 19,28

Al utilizar el método densimétrico se obtuvo una sola fraccion, indicando que
toda la M.O.F fue separada mediante el método granulométrico. Por lo tanto

también indicaria la efectividad del método de extraccion.

4.3 Extraccion y separacién de las sustancias humicas

En esté etapa se lleva a cabo la separacién de las S.H por extraccion alcalina
donde en la primera etapa se tiene la separacion de la humina la cual presenta
insolubilidad en este tipo de sales y un porcentaje de carbono organico de
9,86%. Se obtuvo un residuo de color marrén oscuro correspondiente a los A.H
con un porcentaje de carbono del 3% y una fraccidbn de coloracion pardo
amarillo con solubilidad en medio alcalino y acido caracteristica de los A.F
(Stevenson, 1985), con un porcentaje de carbono de 31 %, observandose que

hay una mayor cantidad de A.F con respecto a los A.H

4.3.1 Purificacion de los acidos fulvicos

En la tabla 6, se observa la conductividad y el pH en el proceso de purificacién
de la fraccién fulvica (F.F) a través de resinas de adsorcion, intercambio
cationico y membranas de dialisis. Esta F.F consta de los A.F y sales
provenientes de los sobrenadantes extraidos con tetraborato, pirofostato e
hidroxido de sodio. Como se aprecia en la tabla 6, inicialmente la F.F presenta
una alta conductividad y un pH fuertemente acido debido a la extraccién con

acido sulfurico concentrado con el cual se separaron los A.H. Cuando esta



fraccidon se pasa a través de la resina de adsorcibn Amberlita XAD-16, hay una
fuerte disminucion de la conductividad, asi como un elevado incremento en el
valor de pH, estos valores indican que realmente hubo un proceso de
eliminacién de las sales presentes en esta fraccion. El eluido alcalino de esta
fraccion en forma de fulvatos de sodio, posteriormente pasado a través de la
resina de intercambio cationico da como resultado una disminucion mas fuerte
de su conductividad, que indica la eliminacion de sales de sodio de la F.F,
guedando nuevamente en forma de verdaderos A.F con valores de pH

fuertemente acidos debido a la elucion con HCI.

Por ultimo, estos A.F se dializan y se obtiene una solucion de A.F con una
minima conductividad, aun cuando su valor es superior al del agua
desionizada, debido a la neutralizacion de algunos grupos carboxilicos por
parte de cationes presentes en el suelo. De igual forma que se obtiene un
valor de pH de 3,6 inferior al del agua por la presencia de grupos carboxilicos y
fendlicos que le producen acidez De esta manera se puede asegurar que hubo

un proceso de extraccion y purificacion al menos parcial de estos compuestos.

Tabla 6. Conductividad y pH de la F.F en el proceso de purificacion

Parametro Conductividad H
(mS/cm) P
Fraccion Fulvica sin tratamiento 214,800 0,64
FF pasada por Resina de
adsorcion amberlita XAD-16 98,300 13,50
Resina de intercambio cationico
rexyn 101-H 13,290 1,62
Membranas de dialisis de
3500daltons 0.170 3,62
Agua desionizada 0,013 5,59

4.3.2 Caracterizacion de los acidos fulvicos

4.3.2.1 Acidez total de los acidos fulvicos

El grado de acidez de los A.F, evaluado por titulacion con NaOH, permite

conocer, no solamente su reactividad, si no también estimar su capacidad para




formar complejos 6rganometalicos, quelatos o enlaces de adsorcion. En la
figura 24 se relacionan los resultados de la titulacion con NaOH 0.0175 Ny en

la figura 25 la primera derivada del pH con respecto al volumen promedio.

En la figura 24 se observa una grafica tipo sigmoidal donde inicialmente
grandes cambios en el volumen de NaOH adicionado producen pequefos
cambios en el valor de pH, lo que indica un fuerte efecto o capacidad tampon
de estas sustancias en un rango de 0 a 0,10mL, a partir de este punto, hay un
fuerte cambio en la tendencia, ya que pequefios cambios en el volumen de
NaOH agregado producen grandes cambios en el valor de pH produciendo asi

un cambio en la pendiente.

Figura 24. Curva de titulacién de 5 mL de acidos fulvicos purificados con NaOH 0.0175N.
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Figura 25. Primera derivada del pH con respecto al volumen promedio de NaOH agregado en la
titulacién de 5mL de &cidos fulvicos purificados

A pH/A Vol
40,0 -
B
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20,0 A

A

15,0 4

10,0 +
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A partir de 0,25 mL se estabiliza el valor de pH lo que indica el fin de la
titulacion. En la figura 25, se observan tres puntos de equivalencia indicando la
presencia de tres grupos &cidos titulables. El punto A a 0,089mL con un pKa =
4,2, el punto B a 0,145mL (pKa = 4.4) y el tltimo punto C a 0.201mL (pKa =
4,7). Los pKa encontrados en la titulacién de los A.F purificados oscilan en un
rango de 4,4 £ 0,25 que corresponden segun la literatura a pKa de grupos de
acidos carboxilicos, (Morrison y Boyd, 1990). Estos &cidos pueden ser de tipo
mono- y dicarboxilicos en cantidades iguales como establece Simpson y
colaboradores, (2001) en su estudio de sustancias humicas. No se detectan
grupos fendlicos ni alcohdlicos indicando que toda la acidez de estos acidos

corresponde a grupos de acidos carboxilicos.

4.3.2.2 Fraccionamiento de los acidos fulvicos sobre sephadex G-75

Debido a que los A.F estdn formados por varias moléculas, se hizo el

fraccionamiento sobre gel de Sephadex G-75 que es una técnica util para



obtener fracciones homogéneas de las S.H. Inicialmente se hizo un barrido de
lectura en espectrofotbmetro de 200 a 700 nm de los &cidos falvicos
purificados, con el objeto de determinar su maxima absorcién. Los resultados
se muestran en la figura 26. Se observa una banda de maxima absorcién en el
rango comprendido entre 320 y 380 nm; por lo tanto, se determind la

absorbancia a 362 nm de las fracciones eluidas de la columna de sephadex.

Figura 26. Maxima absorcion de los acidos fulvicos purificados en un rango de 200 a 700 nm.
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En la figura 27 y observan dos fracciones bien definidas: Fl y Fll, en donde FI
corresponde a la fraccion excluida y consiste en moléculas grandes con alto
peso molecular superior o igual a 50000 daltons y representa el 38 % de los
acidos fulvicos eluidos; mientras que, la fraccion Fll comprende a la fraccion
retenida, y es la fraccion mas abundante correspondiente al 62 % , consiste de

moléculas con tamafio molecular en un rango de 1000 a 50000 daltons



Figura 27. Elucién de los acidos fulvicos purificados a través de sephadex G-75.
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4.3.2.3 Espectroscopia Ultravioleta-Visible. Relacion de densidades oOpticas
entre 465 y 665nm. (Relacion Ea/Es)

La relacion de las densidades O6pticas o absorbancia (E4/Es) de soluciones
diluidas de A.F es util para la caracterizaciébn de este tipo de material. Se
determind la relacion E4/Es de las fracciones obtenidas en sephadex G-75 de
los acidos fulvicos; obteniéndose los resultados que se indican la tabla 7. Se
observa que antes de fraccionar las moléculas el valor de esta relacion es de
10, valor que esta muy cercano al reportado por Kononova, (1996) para A.F
extraidos de M.O de suelos, quien describe, que la magnitud de la relacién
E4/E6 se relaciona con el grado de condensacién, una relacion baja es
indicativo de un alto grado de condensacion de componentes falvicos
aromaticos, por otro lado, un valor alto refleja un bajo grado de condensacion e

infiere la presencia de grandes porciones de estructuras alifaticas.

Cuando se hace el fraccionamiento por sephadex, en la fraccion Fl, que es la

correspondiente a los A.F de mayor peso molecular, se observa una



disminucién en el valor de dicha relacion, confirmando Ilo descrito
anteriormente. Mientras que la fraccidén Fll que es la retenida en el gel debido a
Su menor peso molecular presenta un incremento en el valor de dicha relacién
reflejando asi un menor grado de condensacion o la mayor presencia de
estructuras alifaticas. La relacion E4/Ee de los A.F sin fraccionar es la suma
proporcional de la relacione de las dos fracciones (FI y Fll) obtenidas después

de la separacién por el sephadex G75.

Tabla 7. Relacion E4/Ees de los &cidos fulvicos purificados y de las fracciones

obtenidad por elucion a través de sephadex G-75.

Muestra Porcentaje Absorbancia Absorbancia E4/Es
de 465 665
abundancia
Acidos fllvicos 100 0.009 0.090 10.00
Fl 38 0.004 0.031 7.75
Fll 62 0.006 0.070 11.66

4.4 Resultados de la estandarizacion de la técnica de voltamperometria

para determinar Cu?*

Para el estudio de Cu?* en las diferentes fracciones analizadas, se optimizaron

los siguientes parametros:

4.4.1 Electrolito soporte

Para la eleccion del electrolito soporte se tomé como referencia el boletin No.
74/1e de la Metrohm donde se utiliza el tampon de acetato a pH 4.6, que
ademas de actuar como electrolito soporte mantiene el pH constante para la
determinacion de Cu?* ademas se realiz6 una prueba con un .tampén de
fosfato pero en este caso presento una lectura muy elevada en Cu?* (Figura
28). De esta manera se utilizo el tampon de acetato el cual presentd menos

lectura en Cu?*




Figura 28. Determinacién de Cu?* con electrolito de fosfato.
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4.4.2 Condiciones experimentales

Potencial de electrolisis. Se trabajé con un potencial de -800mV el cual
fue adecuado para el proceso de pre-electrolisis del cation Cu?* ya, que
no se encontraron interferencias de otros iones que pudieran
concentrarse a este mismo potencial (figura 29). El potencial de barrido

se realizd en un rango de —300 mV a 250 mV.

Periodo de concentracion o electrolisis. Se trabajé con un periodo de
150 s tiempo en el cual se obtuvieron bajos porcentajes de error en
analisis y por lo tanto generd buenos resultados en la evaluacion de los

datos.

Tamafio de la gota de mercurio. Se tom6é como primer valor un tamafo
de 4 el cual no presentd problemas en las determinaciones. Por lo tanto

todos los analisis se realizaron con este valor.

Velocidad de Agitacion. Este paso es muy importante porque permite
gque aumente la sensibilidad y movilidad de los cationes hacia el
electrodo de trabajo, en donde es amalgamado y reducido (Reaccién
11).



Cu®* + 2e —» Cu(Hg) Reaccion 11

Se trabajo con una velocidad de 2000 rpm donde se observo una buena

respuesta (figura 29).

o Potencial de reconocimiento. El potencial de reconocimiento del Cu?* se
determind mediante adiciones patrén de soluciones diluidas de
CuS04-5H20 al 99,5% dando como resultado un potencial de —10 + 1.73
mV. (Figura 29). Este potencial presentd6 una desviacion de 8
relativamente alta, al trabajar en diferentes fracciones obtenidas del
suelo, por lo tanto se presenta el potencial de reconocimiento para las
diferentes fracciones en un rango de 5 + 8 mV. En las figuras 32-34, 36 y

38 puede observarse este comportamiento.

La figura 29, muestra un voltamperograma de soluciones estandar de Cu?* en
el cual se observa que los parametros optimizados originan gréaficas con formas
gaussinana definidas, reproduciblidad, y corrientes altas las cuales permiten

medidas sin interferencias.

Figura 29. Adiciones patrén de estandares de Cu?* en un rango de 0 a 0,05 ppm.
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En la tabla 8 se resume la secuencia operacional 6ptima para la determinacion
de Cu?*.

Tabla 8. Parametros optimos para determinar Cu?* en suelo mediante
voltamperometria de redisolucion anddica.

Parametros
Potencial de electrolisis -800 mV
U.meas
Tiempo electrolisis 150 s
MEAS
Tamafio gota Hg 4.0
Drop size
Potencial inicial
U. start -300 mv
Potencial final 250 mV
U.end
Velocidad de agitacion 2000/min
Rot. speed
Potencial de reconocimiento
U. verify 5+8mv
Tiempo de Barrido 2855
Sweep
Purga (N2) 300 s
Electrolito soporte NaOH / CH3COOH (pH=4,6)
Electrodo de Trabajo (WE) Gota de Mercurio (HMDE)
Electrodo de referencia (RE) Ag/AgCI
Electrodo Auxiliar (AE) Pt
Modo Onda Cuadrada

4.4.3 Método de cuantificacion

Para la determinacion de Cu?* se empleo curva de adiciones estandar en
donde se encontraron coeficientes de correlacién (r) con valores de 0,999,
adecuados para la cuantificacion del Cu?* en las diferentes fracciones
obtenidas del suelo.

4.4.4 Parametros estadisticos para la estandarizacion de la técnica

voltamperométrica

e Linealidad. Se estudio la linealidad construyendo una curva de adicién
estandar en un rango de 0 a 0,25 ppm graficando la corriente en funcion



de la concentracion. La linealidad determina la regién de la curva
respuesta o de cuantificacion, en que hay relacidon directa entre la sefal
instrumental y la concentracion del producto analizado, siendo lineal en
donde el area bajo la curva es proporcional a la concentracién. La curva
se construy6 teniendo en cuenta los parametros voltamperométricos y

experimentales especificados en la tabla 8.

La curva de la figura 30, se obtuvo graficando las corrientes en funcion de
diferentes concentraciones de una solucién de Cu?* en un rango entre 0 y 0.25
ppm. El método es lineal y presenta un coeficiente de correlaciéon (R?) igual a
0.999.

Figura 30. Curva de adicién estandar en un rango de 0 a 0,25 ppm para evaluar linealidad.
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e Precisién

Repetibilidad. Para determinar la precision del método se midio por triplicado la
corriente de cada uno de los puntos del curva patréon de Cu?* y se calculé la
desviacién estandar y la desviacion estandar relativa de las corrientes
obtenidas con el fin de evaluar la repet r=0,999 (0 2). Los datos se
muestran en la tabla 9.



Tabla 9. Concentraciones estandar de Cu?'y sus respectivas desviaciones

estandar en un rango de 0 a 0,050ppm.

Co_n’centra u. Corriente Corriente Corriente Corriente
ciéon de ; . RSD
cu?* Verify 1 2 3 promedio S (%)
opmy  (MV) (BA) (bA) (bA) (bA)

0 -6 0,.1265 0,.1256 0,1276 0,1265 0,0010 0,79
0,0125 -6 0,.4148 0,4350 0,4349 0,4282 0,0116 2,71
0,0250 -5 0,.6389 0,6632 0,6729 0,6583 0,0175 2,66
0,0500 -5 1,1760 1,2170 1,1970 1,1970 0,0208 1,74

Reproducibilidad. Con el fin de evaluar esta variable se midié por triplicado
durante quince dias una sola vez por dia, una solucién de Cu?* obteniéndose

los datos, que se indican en la tabla 10.

Tabla 10 Reproducibilidad de las concentraciones de un estandar de Cu?* en

un periodo de 15 dias.

%porcentajes de error con

Concentracion Dias Concentracion ) RSD
. . respecto a concentracién S
referencia analizados (ppm) ; (%)
referencia

1 44,63 0,82

3 47,11 4,70
45 ppm 9 45,32 071 1,05 2,31

15 46,02 2,27

En las tabla 9 y 10 se puede observar que la precision intraensayo
(repetibilidad) y la precision interensayo (reproducibilidad) medida como
desviacion estandar relativa (RDS) es menor del 5 %, lo cual demuestra que el

método analitico cumple con los requisitos de precision.

e Sensibilidad. La sensibilidad del método voltamperométrico se evalla
determinando el limite de deteccién y el limite de cuantificacion para lo
cual se construyd una curva de calibracion con unas concentraciones en

el rango de 0 a 0,050 ppm, menores a las concentraciones de las




curvas de cuantificacion, simulando una matriz con los reactivos
utilizados.

Con las corrientes promedios y las concentraciones mostradas en la tabla 11
se realiz6 una curva (figura 31) para determinar la pendiente y el intercepto los
cuales son utilizados en las férmulas que se presentan en el anexo 2 para la
determinacion del LD y LC del Cu?* en las diferentes fracciones de suelo
analizadas.

Tabla 11. Concentraciones del estandar de Cu?* y sus respectivas corrientes
en un rango de 0 a 0,05ppm para calcular el LD y LC.

Concentracion V. Corriente Corriente Corriente Corriente
de Cu? Verify 1 2 3 promedio
(ppm) (mV) (HA) (nA) (MA) (MA)

0 -6 0,1265 0,1256 0,1276 0,1265
0,0125 -6 0,4148 0,4350 0,4349 0,4282
0,0250 -5 0,6389 0,6632 0,6729 0,6583
0,0500 -5 1,1760 1,2170 1,1970 1,1970

Figura 31. Curva de adicién estandar para determinar el LD y LC del método utilizado.
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En la tabla 12 se presentan los resultados del limite de deteccion y
cuantificacion con las cuales se evalla la capacidad del método para detectar
cantidades residuales del Cu?*.



La menor concentracion de Cu?* detectada (LD) es de 0,05 ppm, valor que
concuerda con Tokalogiu y colaboradores, (2003), quien reporta un limite de
deteccién en un rango de 0,045 + 0.02 ppm para Cu?* en suelo mediante la
técnica de absorcion atdmica. Ademas se encontrd que el limite de
concentracion mas pequefia (LC) que se puede cuantificar cuando se utiliza

este tipo de matrices fue de 0,18 ppm.

Tabla 12. Limite de deteccion y cuantificacion para el Cu?* en las diferentes

fracciones analizadas.

Metal Cu®
Desviacion estandar
de la pendiente 0,39
(Se)
Intercepto con el ejey 0.1394
(Ye) ’
Limite de deteccion
1,3095 (ppm)
0,05
Valor'Y Limite de cuantificacién
4,0395 (ppm)
0,18

4.5 Determinacion de Cu?* en las diferentes fracciones extraidas del suelo

4.5.1 Determinacion del Cu?* total

De acuerdo a los parametros estandarizados reportados en la tabla 8, el
potencial de reconocimiento del Cu?* fue de 5 + 8 mV. Al realizar la digestion
en mezcla acida para extraer el Cu?* total, fue necesario evaluar diferentes
relaciones entre la cantidad de suelo y la mezcla digestora, con el propésito de
hallar la mas adecuada, encontrdndose que si la digestion es insuficiente, el
pico de reconocimiento del Cu?* en el voltamperograma se corre hacia
potenciales muy positivos, alejAndose del potencial de reconocimiento, como
se aprecia en la figura 32. De esta manera, se encontré que para determinar el

Cu?* total una relaciéon adecuada entre el suelo y la mezcla digestora acida es




de 1:100 para la cual el potencial fue de 8 mV (Figura 33). Relacién alta
atribuible probablemente a que mas del 50 % del Cu?* en este suelo se
encuentra unido a la M.O formando probablemente complejos muy estables

que dificultan su rompimiento.
El contenido de Cu?* total en la muestra de suelo analizada fue de 46.61 + 1.63

ppm el cual esta dentro del rango reportado por Tokalogiu y colaboradores,

(2003) (tabla 13) para suelos de Turquia.

Figura 32. Influencia de la relacion suelo:mezcla digestora sobre el potencial de
reconocimiento del Cu?*.
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Tabla 13. Concentracion de Cu?* en las diferentes fracciones del suelo

Concentracion
(ug Cu?*/g suelo)

Fraccion

Intercambiable
Disponible
Orgénico
Cu-AF
Total

Valor Encontrado
N.D¢
4.4+0.51
26,54+3,21
0.24
46,61+1,63

Rango reportado?
0-2,43
3-4°
0,1-9,34
NR¢
5,95 -76,1

@ Tokalogiu, 2003.
b Malagon, 1995
“No detectado

9 No reportado



Figura 33. Potencial de reconocimiento del Cu?* con una relacion suelo : mezcla digestora
optima ( 1:100)
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4.5.2 Determinacion del Cu?* en la fraccién organica

En la figura 34 se muestra el voltamperograma del Cu?* liberado de la M.O; se
observa que el potencial de reconocimiento esta un poco desplazado (10 mV)
con respecto al potencial encontrado cuando se trabaja con patrones (-
10+1.73), esto posiblemente al efecto de la matriz en la cual se esta trabajando
o de otra parte, a la presencia de complejos de Cu?* que estén interfiriendo en

la medida

Figura 34. Voltamperograma del Cu?* perteneciente a la fraccion organica.
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Como se observa en la tabla 13 el valor obtenido del Cu?* unido a la M.O es
de 26,54 + 3,21pm correspondiente al 57 % del Cu?* total (figura 37). Este
valor esta por encima del rango establecido por Tokalogiu y colaboradores,
(2003) (0.1 — 9.34), y se puede atribuir al alto porcentaje de M.O encontrado en
este suelo (14.7%) indicando afinidad del cation para unirse a la materia

organica del suelo.

La M.O puede estar formando complejos ya sea por adsorcion o complejacion
del cation metélico con ligandos organicos. De acuerdo a Stevenson (1985) los
ligandos pueden ser: compuestos de materia organica sin humificar tales como
aminodacidos, acidos carboxilicos, azlcares, proteinas simples, etc. Se han
reportado gran numero de &cidos organicos en el suelo tales como: acético
oxalico acrilico, propionico, lactico, butirico, fumarico, estearico, pero los mas

efectivos en formar quelatos son los di y tri carboxilicos.

Los aminoacidos y proteinas poseen varios grupos funcionales (NH2 ‘COOH -
SH) capaces de quelatar este cation. Algunos tipos de complejos formados por

acidos organicos se observan en figura 35.



Figura 35. Estructuras de complejos organicos.

COO- COO-
0o CH, HO— CH o
M COO- M
-00C— CH;
C|3H2 ° 0 HC—OH
COO- COO-
Citrato Tartrato

Ademas el Cu?* puede ser fuertemente quelatado por compuestos de materia
organica humificada tales como &acidos falvicos, acidos humicos, etc.
(Stevenson, 1985).

Es importante recalcar de esta manera el papel que juega la M.O.H del suelo
en el sentido de no permitir que estos cationes metélicos pasen totalmente a la
solucion del suelo, porgue pueden causar toxicidad a las plantas y su lixiviacion
a horizontes méas profundos ocasionan perjuicios a los organismos de los
cuerpos de agua. De otra parte, el Cu?* retenido por la M.O se constituye en

una fuente potencial de nutriente para las plantas.

4.5.3 El cobre disponible

La extraccion del Cu?* disponible se hizo con una solucién de DTPA, el cual
forma un complejo estable y para liberarlo una vez complejadofue necesario
realizar 2 digestiones sucesivas hasta obtener el valor éptimo del potencial de
reconocimiento de este elemento por la técnica de voltamperometria de
redisolucién anddica. Se registré un valor de 4.4ppm de Cu?* disponible, (Tabla
13), el cual esta muy proximo al rango critico reportado para suelos
Colombianos (Malagén y colaboradores, 1995); esto indica que los niveles de
Cu?* no presentan toxicidad para este tipo de suelos, demostrando



nuevamente la efectividad de la M.O.H en el sentido de complejar fuertemente
este metal e impedir que pase a la solucion del suelo y causar toxicidad; a
pesar de ser un suelo muy fuertemente acido, en donde el Cu?* estaria soluble.
Se encontré que al realizar dos digestiones sucesivas es posible cuantificar el
Cu?*; ya que es liberado del complejo formado, este comportamiento fue
evidenciado ya que el potencial de reconocimiento esta a valores muy proximos

al potencial cuando se trabaja con patrones (Figura 36).

Figura 36. Voltamperograma del Cu?* disponible en el suelo.
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4.5.4. El cobre intercambiable

En la tabla 13, se observa que no fue posible obtener un valor para el Cu?*
intercambiable debido posiblemente a sus bajas concentraciones las cuales
pueden estar por debajo del limite de deteccién (0,05ppm), indicando que este
metal no esta ligado superficialmente ni a la M.O ni a las arcillas que componen
la fase coloidal y que como se refirié anteriormente, estaria fuertemente ligado
a los complejos formados por la M.O; de esta manera se puede inferir que el

Cu?* de este suelo presenta una baja movilidad.



El porcentaje de Cu?* del total que no corresponde a ninguna de las anteriores
fracciones, probablemente es inorganico, unido a 6xidos de Fe y Mn o de Al y

comprende un 33% (figura 37)

Figura 37. Distribucion del Cu?* en las diferentes fracciones del suelo.
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4.5.5 Determinacion del Cu?* en la fraccion de acidos fulvicos

En la figura 38, se observa el voltamperograma del Cu?* correspondiente a los
acidos fulvicos después de una digestion para obtenerlos en su forma libre, se
obtuvo un potencial de reconocimiento del Cu?* de 6 mV el cual esta dentro del

rango establecido para las fracciones de suelo analizadas.



Figura 38.. Voltamperograma de los &cidos falvicos purificados.
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En la figura 37 se observa que del total de Cu?* el 1 % corresponde al Cu?*
unido a los acidos falvicos, es decir 0,24 ppm, siendo soluble pero no
disponible para la planta puesto que esta fuertemente quelatado, La union del
Cu?* en la fraccién de &cidos fulvicos se debe en parte a la quelatacion de este
cation por estructuras de tipo carboxilico. Como se reporté anteriormente en la
titulacion de los &cidos fulvicos con NaOH se obtienen valores de pKa en un
rango de 4.4 + 0.25 correspondientes a acidos de tipo carboxilico. En la figura
39 se muestra algunas interacciones del Cu?* con los AF las cuales podrian
ocurrir como: a) Formacion de anillos quelatos, b) enlaces de hidrégeno y c)

atraccion electrostética debido a los grupos COOH.



Figura 39. Estructura de un complejo Cu?* - 4cido fllvico a) Formacion de anillos quelatos, b)
Como enlaces de hidrégeno y c) Atraccién electrostéatica debido a los grupos COOH.
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Cuando hay acumulacion de M.O sin una adecuada humificacién el contenido
de acidos fulvicos se incrementa considerablemente y el porcentaje de Cu?*
unido a esta fraccion puede ser lixiviado a los cuerpos de agua y causar alli

contaminacion.

Ademas se hizo la cuantificacion del Cu?* unido a las fracciones de &acidos

fulvicos separadas por el gel de sephadex; como se indica en la figura 40. En la



cual se observa que la fraccion | que corresponde a la de mayor grado de
condensacion y de mayor peso molecular presenta mayor contenido de este
metal siendo 1,3 veces superior a la del Cu?* de la fraccién IlI; indicando
nuevamente que entre mas grado de condensacién presente la M.O, mayor

sera la posibilidad de complejar metales.

Figura 40.-Distribucién del Cu?* en las fracciones de acidos fllvicos purificados.




5. CONCLUSIONES

El suelo utilizado para el estudio es muy fuertemente acido, con alto
nivel de materia organica, saturacion media de aluminio y baja
saturacion de bases, presenta ademas fuerte deficiencia de fosforo y

una textura franco arenosa.

El método granulométrico fue efectivo para la separacién de la materia
organica humificada del suelo.

Se logré la extraccion de &cidos fulvicos como una fraccién de color
pardo amarillo con solubilidad en medio alcalino y acido, conductividad
de 0,17 mS y un pH de 3,62; su parcial purificacién dio como resultado
una relacion E4/Ee de 10 caracteristica de este tipo de sustancias

provenientes del suelo.

En las curvas de titulacion se encontr6 que la acidez de los &cidos
fulvicos se debe principalmente a la presencia de grupos —COOH.

La cromatografia de exclusion por tamafio, a través de sephadex G-75,
de la fraccion de acidos fulvicos, condujo a dos fracciones en donde,
predomina la FIl (62 %) con una relacion E4/Ees de 11,66
correspondiente a estructuras poco condensadas 0 con mas estructuras
alifaticas. Mientras que la FI con un porcentaje del 38 % presenta una
relacion E4/Es de 7,75 indicando mayor grado de condensacion.

Se estandarizo la técnica voltamperométrica para la determinacion de
Cu*™ en el suelo, ya que se obtuvieron o&ptimos coeficientes de
correlacion indicando una buena linealidad en el rango de
concentraciones trabajadas, precision del método y una sensibilidad
adecuada para el andlisis de Cu*? en este tipo de fracciones.



Se encontr6 que la mayor cantidad de Cu?*, el 57 %, esta presente en la
fraccion orgénica lo que muestra afinidad del catiébn con este tipo de
sustancias. El 1 % de este metal esta presente en los acidos fulvicos,
indicando un riesgo potencial para la contaminacibn ambiental y una
necesidad perentoria de manejo adecuado de este tipo de suelos para

lograr una mayor humificacion de su materia organica.

El nivel de Cu?* determinado en la muestra de suelo del Departamento
del Cauca , Municipio de Cajibio, Vereda la Aurelia, es bajo, y se
encuentra dentro de los valores establecidos para suelos colombianos

como no toxico para cultivos.
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7. ANEXOS

7.1 Adicién estandar

Es posible evitar la complicacion que supone adaptar las matrices de los
patrones a la de la muestra mediante la estandarizacion de esta Ultima, a lo

que se denomina método de adicion estandar o patrén.

Para realizar una curva de calibracion para el método de adicion estandar
se preparan una serie de muestras a las que se afiaden cantidades
crecientes del patrén. Se prepara asi una curva de calibracion en la que se
representa la sefial en funcion del volumen de patrén afadido o de la
concentracion tras su dilucion. La figura 41 muestra dos ejemplos de
curvas de calibracion con adicién de patron segun la ecuacién 12. En la
figura 41(a) se representa Srort €n relacion con el volumen afiadido de
solucion patron, Vs. Cuando K es constante, la curva de calibracion es
lineal y resulta facil demostrar que el valor absoluto de la abscisa en el

origen es CaVo/Cs.

Sfort — K (\i + C:sE
Vi

‘ Ecuaciéon 1

Donde: Srori= Sefial medida
Vo = Volumen de la muestra
Vi =Volumen final de la muestra
Vs = Volumen del estandar

K = pendiente



SFort
KCs
Pendiente =
- CAVO f
Abscisa en el origen =
S
KC.Vo
Ordenada de origen =
\/ Y
<_
Vs
(a)
SFort
KCs
Pendiente =
- CAVO f
Abscisa en el origen =
Cs

KCiVo
Ordenada de origen =

P :
o8

(b)

Figura 41. Ejemplos de curvas de calibracion para el método de adicioén estandar. En (a)
La sefial se representa en funcion del volumen de patrén afiadido y en (b) En funcién de la
concentracion del patrén afadido tras su dilucion.

En la figura 41(b) muestra la relacién cuando se representa Stort €n funcion
de las concentraciones de los patrones agregados depuse de la dilucion.



7.2 Estandarizacién del método

7.2.1. Linealidad

Para poder determinar la linealidad (dentro de un rango especifico), se
realizan una serie de diluciones a partir del patrén para obtener una grafica
de la sefial en funciébn de la concentracion del patron después de la

dilucién, con ecuacion lineal como se muestra a continuacion
Y = a +bx Ecuacion 2
Donde b es la pendiente y a el intercepto con el eje y. De esta manera se
obtiene un coeficiente de correlacién (r), el cual determina la linealidad de
dicha curva.
7.2.2. Medidas de la tendencia central
e Media (x). es el promedio numérico obtenido al dividir la suma de

todas todas la medidas individuales por el nimero de medidas.

Ecuaciéon 3

7.2.3. Medidas de dispersion

e Desviacion estandar (s). Describe la dispersion de las mediciones
individuales alrededor de la media y viene dada por la formula:

_ Zinzl(XI_ X)2
B n—1

S

Ecuacioén 4



A menudo, el valor que se informa es el de la desviacidén estandar relativa

porcentual sr.

s = = *100%
X

Ecuacion 5

7.2.4. Precision

Por lo general, la precision se divide en dos categorias: repetibilidad y
reproducibilidad. La repetibilidad es la precision obtenida cuando todas la
mediciones son hechas por el mismo analista durante un solo periodo de
trabajo analitico, utilizando las mismas soluciones y el mismo instrumental.
A su vez, la reproducibilidad es la precision obtenida en cualquier otro
conjunto de condiciones, por ejemplo, por distintos analistas o en distintos

dias de trabajo de laboratorio por un mismo analista.

7.2.5. Sensibilidad

La sensibilidad de un instrumento o de un método mide su capacidad de
discriminar entre pequefias diferencias en la concentracion del analito, para
lo cual se tiene que los parametros para evaluar la sensibilidad del método

son los limites de deteccion y cuantificacion.
e Limite de deteccion (LD).

Es la concentracién o peso minimo de analito que puede detectarse para
un nivel de confianza dado, proporcionando una sefial significativamente
diferente de la sefial del blanco, lo cual se expresa matematicamente

como:



Y =ys + 3SB Ecuacion 6

Donde y es la sefal analitica, ys es la sefial medida del blanco (abscisa

igual a cero) y Ss es la desviacion estandar del mismo.

e Limite de cuantificacion (C)

Es la concentracion o peso minimo de analito mas pequefio con la que

pueden realizarse medidas cuantitativas, donde se tiene que

Y =yg + 10SB Ecuacion 7



