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RESUMEN

Se evalué el Cu2+ unido a la fraccién de acidos fulvicos mediante voltamperometria encontrandose
que el 1% del Cu2+ total se encuentra unido a dicha fraccién, indicando un riesgo potencial para la
contaminacion ambiental, debido a su alta solubilidad en todo el rango de pH.

Para su estudio se aislaron las fracciones de humus de un suelo Andisol del Departamento del Cauca,
su fraccion de acidos falvicos fue extraida mediante método granulométrico y extracciones sucesivas
con soluciones basicas. Su purificacion se realizé a través de resinas de adsorcion amberlita XAD-
16, de intercambio Rexyn101-H y membranas de didlisis. Se caracteriz6 mediante técnicas
espectroscopicas, relacion E4/E6, acidez total y cromatografia de exclusion molecular a través de
sephadex G-75.

Los grupos carboxilicos fueron la fraccion ionizable predominante en comparacién con los grupos
fendlicos y alcohdlicos. Se obtuvo dos fracciones a través del sephadex: una correspondiente a
moléculas con peso molecular superior a 50000 daltons y otra que comprende moléculas con tamafio
molecular en un rango de 1000 a 50000 daltons
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ABSTRACT

The Cu2+ bound to the fraction of fulvic acids was evaluated by voltammetry, finding that 1% of the
total Cu2+ is bound to said fraction, indicating a potential risk for environmental contamination, due to
its high solubility in the entire pH range.

For its study, the humus fractions of an Andisol soil from the Department of Cauca were isolated, its
fraction of fulvic acids was extracted by means of a granulometric method and successive extractions
with basic solutions. Its purification was carried out through XAD-16 amberlite adsorption resins,
Rexyn101-H exchange and dialysis membranes. It was characterized by spectroscopic techniques,
E4 / EB6 ratio, total acidity and molecular exclusion chromatography through sephadex G-75.

The carboxylic groups were the predominant ionizable fraction compared to the phenolic and alcoholic
groups. Two fractions were obtained through the sephadex: one corresponding to molecules with a
molecular weight greater than 50,000 daltons and another that comprises molecules with a molecular
size in a range of 1,000 to 50,000 daltons.
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INTRODUCCION

Algunos metales que se encuentran naturalmente en el
suelo o que son adicionados como fertilizantes o
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 los suelos agricolas productivos comprendidos
entre: 5,6 a 6,5, se mantienen en solucidn a través de la
quelatacion (Stevenson 1985).

Los funguicidas a base de cobre son muy utilizados
como bactericida y biocida, ejerciendo el control de
bacterias fitopatégenas en los cultivos de café, para
contrarrestar la roya (Hemileia vastatrix).

El repetitivo uso de la mezcla CuSO4-5H,0 + Ca(OH)z,
como funguicida, y el uso de abonos organicos, han
conducido a casos de toxicidad de las plantas por cobre
(Schulte 1999).

El cobre es considerado el menos movil de los
oligoelementos del suelo, por lo general, se inmoviliza
en los primeros 20 cm del perfil. Algunos de los
factores que influyen en la adsorcion del cobre en los
suelos son: El pH, el contenido de carbonatos, la
capacidad de intercambio catiénico (CIC), la cantidad
de arcillas y de la cantidad y calidad de la materia
orgénica como factores principales.

Por otro lado, los Acidos Fulvicos (AF), que conforman
la parte soluble de la materia organica y que se
presentan en mayor proporcion que los acidos himicos
en compost inmaduros, tienen un papel importante en
la solubilizacién y transporte de iones metalicos en
suelos y aguas, ademas actian como modificadores de
la quimica de iones metalicos. Los AF tienen una
variedad de estructuras aromaticas y alifaticas con altos
contenidos de grupos oxigenados particularmente
acidos carboxilicos e hidroxilos (Bravo et al. 2016;
Piccolo 2001). Estos grupos pueden estar protonados o
desprotonados en un rango de pH entre 3 y 9,
habilitando a los AF a comportarse como un
polielectrolito (MacCarthy 2001; Conte y Piccolo
1999). Los grupos oxigenados, particularmente
carboxilicos y fendlicos se asocian a iones como Al®*,
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
anionicos simples sobre el AF, 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 (Stevenson 1985; Bornemisza
etal. 1996).

La cuantificacion del Cu?* se realiza mediante técnicas
electroquimicas como la voltamperometria por su alta
sensibilidad, rangos de concentraciones lineales amplio
para especies organicas e inorganicas (1012 a 10t M),
la diversidad de solventes y electrolitos Utiles, y amplio
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rango de temperaturas de trabajo que permiten analisis
rapidos (segundos) y la determinacion simultanea de
varios analitos, ademas de permitir la determinacion de
parametros cinéticos y mecanicos (Skoog et al. 2003)

Para la cuantificacion de Cu?* se utilizd la
voltamperometria de redisolucion anddica en la cual
durante una pre-electrélisis a un adecuado potencial
aplicado, los iones Cu?* son reducidos y amalgamados
en un electrodo de gota de mercurio (HMDE), para
luego oxidar 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 (Ryley y Watson 1987). Las técnicas
voltamperométricas se emplean para la determinacién
cuantitativa de diferentes metales en solucién, estas
técnicas implican la aplicacion de un potencial (E) a un
electrodo de trabajo frente a un electrodo de referencia
y la supervision de la corriente que resulta (1), la cual
se mide entre el electrodo de trabajo y un electrodo
auxiliar de platino.

En este trabajo se evalla electroquimicamente la
cantidad de cobre que esta quelatado en los acidos
falvicos previa Extraccion y purificacion. Esto con el
proposito de contribuir a elucidar el destino ambiental
de algunos metales utilizados como fungicidas.

MATERIALES Y METODOS
Sitios de Muestreo

Las muestras de suelo se tomaron en el Departamento
del Cauca, Municipio de Cajibio, Vereda La Aurelia,
altitud de 1740 metros sobre el nivel del mar.

Una vez ubicada la Unidad de Muestreo seleccionada
con base a topografia y cultivo de café, se realiz6 un
muestreo al azar en zig-zag, a una profundidad de
30cm, en un area de 100 m? tomando 20 submuestras,
se mezclaron homogéneamente para formar una
muestra compuesta 'y obtener una muestra
representativa del sitio. La muestra fue almacenada en
bolsas negras de polietileno y llevada al laboratorio,
donde fue secada al aire y tamizada por malla de 2 mm,
posteriormente fue caracterizada de acuerdo a
metodologia previamente estandarizada (Bravo y
Giraldo 2003).

Extraccion y Purificacion de los Acidos Fulvicos

Inicialmente se obtiene la Materia organica humificada
(MOH), suspendiendo el suelo seco y tamizado en
agua, en relacion 18:100, agitando la suspension
durante 16 horas en presencia de bolas de cristal. La
suspension se somete a separacion granulomeétrica en
himedo en un tamizador eléctrico, la fraccion menor a
53um corresponde a la MOH. Para obtener los &cidos
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falvicos se hacen extracciones sucesivas de la MOH
con tres soluciones basicas 0.1N de Na;B407.10H0,
Na,P,07.10H,O y de NaOH, usando los
procedimientos recomendados por la Sociedad
Internacional de Sustancias Humicas (Sutton y Sposito
2005), y estandarizados en el Laboratorio de
Agroquimica de la Universidad del Cauca (Mosquera y
Bravo 2006 ; Mosquera et al. 2007) Los sobrenadantes
de estas extracciones, en donde se encuentran las
fracciones de &cido hdmicos y acidos fulvicos, se
someten a tratamiento con sulfato de sodio para flocular
y separar las arcillas ligadas a dichas fracciones,
mediante centrifugacion a 6000 rpm.

Los acidos fllvicos se extrajeron de acuerdo a la
metodologia propuesta por Davila 2002 y Mufioz 2004.
Obteniéndose una solucién amarilla correspondiente a
los acidos falvicos.

La purificacién de estos 4cidos se realizo inicialmente
concentrando la solucion a través de una columna de
amberlita XAD-16 y posterior elusién con NaOH 0.7
M obteniéndose los &cidos en forma de fulvatos de
sodio, estos Ultimos se pasaron a través de una columna
de intercambio i6nico Rexyn 101- H, por ultimo se
pasaron a través de membranas de dialisis de 4000D
hasta pH 4 y conductividad menor de 150-180ys.

Caracterizacion de los Acidos falvicos

Para caracterizar los acidos fllvicos purificados
inicialmente se determind la Acidez total, titulando con
volumen fijo de 0.05 mL de hidréxido de sodio en un
Titulador automatico universal METROHM E-70,
previo intercambio con KCI para determinar los grupos
carboxilos e hidroxilos fendlicos disociados. Asi se
determind el grado de sustitucién y en consecuencia la
capacidad de intercambio de estas macromoléculas
(Colombo et al. 2007) Posteriormente se realizdé un
Fraccionamiento, con el objeto de fraccionar la
macromolécula de caracter heterogénea, en fracciones
mas homogéneas, se hace una filtraciéon a través de
sephadex G-75, con un rango de fraccionamiento entre
1000 y 50000 daltons obteniéndose fracciones de
acuerdo al tamafio molecular. Por Gltimo se determind
la Relacién Ea/Es, disolviendo los acidos fulvicos en
NaHCO3 0.5 N y se determind la densidad Optica a
465/665nm

Determinacién de Cobre unido a la fracciéon de
acidos fulvicos.

En la determinacion del cobre total, el unido a los
acidos falvicos como en las fracciones provenientes de
la separacion por sephadex G-75 se realizaron
digestiones con mezcla perclérico-nitrico (3:1) para
obtener el cobre en su forma libre, posteriormente se
hizo la cuantificacion mediante un polarégrafo
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analizador de trazas 746 VA — STAND 747 VA
METROHM, con los electrodos Multimodo de
Mercurio (MME), Electrodo de Referencia
Ag/AgCI/KCI 3.0 mol/L y Electrodo Auxiliar de
Platino (Pt) siguiendo los parametros establecidos en la
tabla 1.

El factor de regresion obtenido para la curva patrén fue
de 0.999. La repetitividad y la reproducibilidad
presentaron desviaciones estandar relativas (RSD)
menores de 2.5%. El limite de cuantificacion se
determind en 0.0098 ppm de Cu® y el limite de
deteccion en 0.0030 ppm

Tabla 1. Parametros Optimos para determinar Cu® en un suelo
mediante voltamperometria de redisolucién anddica

PARAMETROS
Potencial de electrolisis -800 mV
Tiempo de electrolisis 150 s

Tamafio de gota de Hg 4.0

Potencial inicial -300 mV
Potencial final 250 mV
Velocidad de agitacion 2000/min
Potencial de reconocimiento  5+20 mV
Tiempo de barrido 285s

Purga N, 300s

Electrodo de trabajo Gota de mercurio
Electrodo de referencia Ag/AgCL
Electrodo auxiliar Pt

Modo Onda cuadrada

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de los Acidos Fulvicos

Acidez total. En la figura 1, se observa tres puntos de
equivalencia indicando la presencia de tres grupos
&cidos titulables. El punto A, a 0,089 mL con un pKa =
4,2, el punto B, a 0,145 mL (pKa = 4.4) y el dltimo
punto C, a0.201 mL (pKa = 4,7). Los pKa encontrados
en la titulaciéon de los AF purificados oscilan en un
rango de 4,4 + 0,25 que corresponden segun la literatura
a pKa de grupos de acidos carboxilicos (Morrinson y
Boyd 1990). Estos acidos pueden ser de tipo mono- y
dicarboxilicos en cantidades iguales como establece
Simpson y colaboradores, en su estudio de sustancias
hamicas Simpson et al. (2001). No se detectan grupos
fendlicos ni alcohdlicos indicando que la acidez de
estos acidos corresponde en su mayoria a grupos de
acidos carboxilicos.
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Figura 1. Primera derivada del pH con respecto al volumen promedio
de NaOH agregado en la titulacion de 5 mL de &cidos fllvicos
purificados

Fraccionamiento. En la figura 2 se observan dos
fracciones bien definidas: FI y FIlI, en donde FI
corresponde a la fraccién excluida y consiste en
moléculas grandes con alto peso molecular superior o
igual a 50000 daltons y representa el 38 % de los &cidos
falvicos eluidos; mientras que, la fraccion FII
comprende a la fraccion retenida, y es la fraccion méas
abundante correspondiente al 62 %, consiste de
moléculas con tamafio molecular en un rango de 1000
a 50000 daltons

Absorbancia

No. de Fracciones

Figura 2. Elucion de los acidos fulvicos purificados a través de
sephadex G-75.

Relacién E4 /Es. El valor obtenido para esta relacion
fue de 10, para AF extraidos de MO de suelos andicos,
esta magnitud es una relacion del grado de
condensacion de los AF, una relacion baja es indicativa
de un alto grado de condensacién de componentes
falvicos aromaticos, por otro lado, un valor alto refleja
un bajo grado de condensacidn e infiere la presencia de
estructuras alifaticas (IGAC 2006).

Determinacion de Cobre total, Cobre en acidos
falvicos y en sus fracciones.

El Cu?* se encontré en una concentracion de 0.24 +
0.016 ppm en los é&cidos falvicos que corresponde al
1% del Cu?* total (46.61ppm = 1.630) siendo este
soluble pero no disponible para la planta puesto que
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estd quelatado por la fraccién falvica, sin embargo
puede pasar por percolacion al nivel freatico o a los
cuerpos de agua.

La unién del Cu?* en la fraccion de acidos fllvicos se
atribuye principalmente a la quelatacion de este cation
por grupos carboxilico presentes en los AF. Como se
reporté anteriormente en la titulacion de los &cidos
falvicos con NaOH se obtuvieron valores de pKa en un
rango de 4.4 £ 0.25 correspondientes a acidos de este
tipo.

80%

60%

40%

20%

0%

AF Fi
[m 9% Cu 100% | 5%

Fil
\ 42%

Figura 3. Distribucion del Cu®* en las fracciones de acidos fulvicos
purificados.

En la figura 3, se observa que la fraccion | que
corresponde a la de mayor grado de condensacion y de
mayor peso molecular presenta mayor contenido de
Cu?* siendo 1,3 veces superior al contenido la fraccion
II; ratificando que entre mayor condensacion presente
la MO, mayor sera la posibilidad de complejar metales.

CONCLUSIONES

La titulacion de los Acidos Fulvicos mostré que la
acidez se debe principalmente a la presencia de grupos
—COOH, los cuales influyen en la quelatacion del Cu?*
por parte de estas moléculas.

La cromatografia de exclusién por tamafio, a través de
sephadex G-75, de la fraccién de &cidos fulvicos,
condujo a dos fracciones en donde, predomina la Fll
(62 %) con una relacion E4/Es de 11,66 correspondiente
a estructuras poco condensadas o 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.

La unién del Cu?* en la fraccién de cidos fllvicos se
puede atribuir principalmente a la quelatacion de este
cation por estructuras de tipo carboxilico y puede llegar
a ser contaminante por percolacion a los cuerpos de
agua.
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