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RESUMEN

Los Acidos Himicos (AH), macromoléculas componentes de la materia organica del suelo, cumplen
funciones importantes, resaltdndose la retencion de contaminantes y la captura de carbono en forma estable.
La composicién quimica de AH provenientes de ecosistemas Altoandinos (subcuenca rio Las Piedras),
departamento del Cauca, de tres usos bosque, pastura y cultivo fue determinada mediante resonancia
magnética nuclear de estado sélido (CPMAS™CRMN) en combinacion con espectroscopia infrarroja (IRTF)
y analisis elemental. Los AH se obtuvieron mediante extraccion secuencial con soluciones de tetraborato,
pirofosfato e hidréxido de sodio (0,1N), y fueron debidamente purificados. El analisis de CPMAS *CRMN
indica la distribucién quimica del carbono en zonas de desplazamiento de 0~50 ppm: 32.2%, 49.5% vy
59.2%; 50~110ppm: 29.1%, 30.0 %y 26.7%; 110~160ppm: 20.1%, 10.46% Yy 6.61%; 160-220 ppm: 18.6%,
10.2 % y 8.4 % en cultivo, bosque y pastura respectivamente. La relacion C/H es 0.88, 0.67 y 0.65 en
cultivo, bosque y pastura, lo cual coincide con la aromaticidad determinada mediante CPMAS*CRMN. En
IRTF se observa bandas similares pero con diferente intensidad, revelando alto contenido de componentes
alifaticos, deducible de la intensidad de absorcion a 2919-2849 cm-'y presencia de la banda a 1450cm-,
caracteristicas de estiramiento CH, y vibraciones en cadenas alquilicas largas. Se observan diferencias en
la composicién quimica de AH, revelando influencia de las condiciones ambientales en ella, resaltando
mayor grado de condensacion en AH de cultivo.
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ABSTRACT

The humic acids (HA) are macromolecules which are components of the organic matter of soils. They carry
out an important role by standing out the retention of contaminant substances and the capture of carbon in
stable form. The chemical composition of HA coming from high Andean ecosystems having three kinds
of use: forest, pasture and crop (subbasin of Rio Las Piedras in the department of Cauca), was determined
by nuclear magnetic resonance of solid state (CPMAS™CNMR) in combination with infrared spectroscopy
(FTIR) and elemental analysis. The HA were obtained by sequential extraction with tetraborate,
pyrophosphate and sodium hydroxide solutions (0,1N) and were properly purified. The analysis of CPMAS
3CNMR shows the chemical distribution of carbon in areas of displacement of 0 ~ 50 ppm: 32.2%, 49.5%
and 59.2%, 50 ~ 110 ppm: 29.1%, 30.0% and 26.7%, 110 ~ 160 ppm: 20.1 %, 10.46% and 6.61%, 160-220
ppm: 18.6%, 10.2% and 8.4% in crop, forest and pasture respectively. The C/H ratio is 0.88, 0.67 and 0.65
in crop, forest and pasture which coincide with the aromaticity determined through CPMAS *CNMR.
Similar bands were observed in FTIR but with different intensity, revealing high content of aliphatic
components, deducible from the intensity of absorption at 2919 2849 cmand the presence of the band at
1450cm™, stretching characteristics CH, and long alkyl chains. There are differences in the chemical
composition of HA, revealing the influence of environmental conditions on it, standing out a higher grade of
condensation in HA from crop.

61


mailto:cxmartinez@unicauca.edu.co

Suelos Ecuatoriales 43(2):61-66

INTRODUCCION

Las sustancias humicas (SH) son los principales
constituyentes de la materia organica presente en
suelos, formadas por la degradacion quimica y
enzimatica de los residuos de plantas y animales y por
la actividad sintética de microorganismos (Lopez et
al., 2003; Naafs 2004). En los suelos las SH se
producen bajo diferentes condiciones de vegetacion,
temperatura y actividad biologica, por lo que pueden
esperarse diferencias en cada uno de sus componentes,
acidos humicos, acidos fulvicos y huminas, segln su
origen (IPCC. 2000, Van der kamp et al., 2009;
Rodriguez et al., 2004).

Los suelos en los ecosistemas Altoandinos son
generalmente derivados de cenizas volcéanicas,
pertenecen a los andisoles, y se caracterizan por altos
contenido de materia organica, la cual regula sus
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, entre las
que se destacan: baja densidad aparente, alta
porosidad, capacidad de infiltracion, retencion de
humedad y conductividad hidraulica. La materia
organica suministra alta capacidad de intercambio
cationico e interviene en retencidn de contaminantes
organicos e inorganicos y formacion de complejos con
metales (Tob6n 2009). Sus principales beneficios, se
atribuyen especialmente a la fraccion mas estable,
representada por los AH, que contribuyen a mayor
captura de carbono en el suelo, atribuida a una gama
amplia de estructuras arométicas condensadas
envueltas por componentes de cadenas aliféaticas, de
alto peso molecular. El tiempo de residencia de los
AH en el suelo es alrededor de 1,5 veces la de los
acidos fulvicos (AF) como lo reporta Piccolo (1996).

Una de las microcuencas de la Subcuenca Rio Las
Piedras estd ubicada en el municipio de Totord,
departamento del Cauca, sobre la cuenca del rio Cauca.
Esta subcuenca comprende, Selva Andina y Paramo.
Predominan las formas de montafia, presentandose un
proceso de erosion natural, propiciado geolégicamente
por las formas escarpadas del relieve. Sin embargo, en
esta zona se esta expandiendo la frontera agricola y de
pastoreo debido al incremento de la explosion
demografica y a la falta de fertilidad de sus suelos. El
desarrollo de la agricultura en estas tierras en forma
inadecuada implicaria pérdida de materia organica, un
efecto similar produce el cambio climéatico global (CRC
2006). Por ello es necesario conocer la materia organica
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de estos suelos, principalmente la de los AH, reservorio
de C, menos vulnerable a corto y a largo plazo, impidiendo
la produccidn de gases efecto invernadero, siendo deseable
que predominen sobre los 4&cidos fllvicos, mas
susceptibles a mineralizacién, por condiciones de manejo
inadecuado en un sistema agricola.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la
composicion quimica de AH provenientes de suelos
Altoandinos de la microcuenca Santa Teresa,
mediante diferentes técnicas espectroscopicas, analisis
elemental, IRTF y CPMAS® CRMN, con el fin de
determinar y predecir su comportamiento 'y
reactividad quimica frente al cambio de uso de suelo.

MATERIALES Y METODOS

Extraccion y Purificacion de los AH

Los acidos himicos estudiados provienen de suelos
de ecosistemas altoandinos 2850-3238 msnm (CRC
2002), clima frio himedo de paisaje de montafia, orden
de clasificacion andisoles, asociacion Typic Hapludands
(IGAC 2009). EI muestreo se realizd en la microcuenca
Santa Teresa (subcuenca rio Las Piedras), departamento
del Cauca y se seleccionaron unidades de muestreo de
tres usos bosque, cultivo de papa y pastura, a una
profundidad de 20 cm, 20 cm y 10 cm respectivamente.
El tipo de wvegetacion predominante del bosque es
Freziera canescens (motilén) y en menor proporcion
Weinmannia tomentosa (encenillo) y Cinchona
pubescens (Quina).

Para aislar los AH primero se obtiene la materia
organica humificada (MOH) mediante el método
granulométrico de tamizaje en himedo a través de
mallas 100 y 53 um, el cual se fundamenta en que los
agregados del suelo considerados normalmente
estables en agua, se disocian por tratamiento mecénico
moderado, en microagregados y complejos organico-
arcillosos, que posteriormente serdn separados por
granulometria (Mosquera et al., 2006, Mosquera et al.,
2007). Para separar dichas fracciones se utiliza un
tamizador automatico (Retsch As200%).
Posteriormente se realiza la separacién de la MOH en
las fracciones: AH, AF y huminas, mediante
extraccion sucesiva  con soluciones béasicas de
tetraborato, pirofosfato e hidroxido de sodio (0,1N)
(Nierop et al., 2005) y centrifugacion a 16.508 x g por
20 minutos. Los AH se separan de la fraccion fulvica
por precipitacion con H,SO, concentrado a pH 1y
centrifugacion a 16.508 x g por 20 minutos. Se
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disuelven en NaOH 0,5N. La purificacion de los AH
se hace mediante precipitacion con HCI hasta pH 1,
redisoluciones en NaOH, centrifugacion a alta
velocidad 23.771 x g por 12 minutos, tratamiento con
una mezcla de acidos HCI-HF al 1% y dialisis por 48
h a través de membranas de celulosa de 12000
Daltons. Por ultimo se liofilizan en un equipo
Labconco, modelo FreeZone 4.5 para su posterior
caracterizacion.

Caracterizacion quimica de los Acidos Himicos

La caracterizacién espectroscopica se realizo en el
Centro de Instrumentacion Cientifica de la
Universidad de Granada (Espafia) y en el Centro de
Investigacion, Tecnologia e Innovacion CITIUS de la
Universidad de Sevilla (Espafa).

La composicion elemental C, H, N, S, O fue
determinada usando un analizador elemental Thermo
Scientific Modelo Flash 2000. La relacidon E./Eg fue
calculada como la relacién de absorbancias a 465 y
665 nm de los AH disueltos en NaHCO; 0,05N,
medidas en un espectrofotémetro Thermo electron
corporation UV-VIS modelo Helios I".

Los Espectros infrarrojo con transformada de
Fourier (IRTF) fueron obtenidos de pastillas con una
concentracion de muestra al 2% en KBr grado
espectro métrico, utilizando un espectrémetro JASCO
FT/IR 6200 tipo A.

La resonancia magnética nuclear de estado so6lido
(CPMAS™CRMN) en los AH se realizé en un equipo
Bruker 600 WB PLUS bajo los parametros de
adquisicion segun Kang (2003). Una frecuencia del
B3¢ de 150 MHz, velocidad de giro del rotor de 10
KHz, un tiempo de recirculacion de 4 s y de
adquisicion de 5 ms. El tiempo de contacto del CP
entre los dos nicleos H y C fue de 1 ms y el nimero
de escaneos de 5000 a 10000. Se usé el éarea total
como referencia para la integracion.

Anadlisis Elemental
La composicion elemental de los AH, se muestra
enla Tabla 1.

El contenido de C del AH de cultivo es
significativamente superior al de pastura y este a su
vez significativamente superior al de bosque. Se
observan diferencias significativas en los contenidos
de H siendo el AH de pastura significativamente
superior al de bosque y al de cultivo (p<0.05). La
tendencia en los contenidos de Nitrdgeno es similar a
la de H. El contenido de O es significativamente
superior en AH - bosque, seguido de cultivo y pastura.
En cuanto al S no se aprecia diferencia significativa
entre los contenidos de AH- bosque y AH-pastura,
(p=0,267), pero su contenido es significativamente
superior al S de AH-cultivo.

La relacion atomica C/N de AH-cultivo es
significativamente superior a la de bosque y pastura.
La relacion C/H tal como en los AH de diferente uso
estudiados por Senesi et al., (2003) es cercana a 1 lo
que indica un caracter alifatico/aromético, existiendo
diferencia significativa entre los AH de los tres usos
(p= 0.020). La relacion C/O de los tres usos es
significativamente diferente (p=0.018).

La relacién E4/E6 para los AH se encuentran
dentro del valor referenciado por Senesi et al., (2003)
e incrementa significativamente de 4,06 a 5,16
coincidiendo con la disminucion del contenido de C,
mostrando que el AH de bosque presenta una
estructura menos condensada que la de pastura y
cultivo. Esta relacion es més alta que la encontrada en
andisoles antioquefios sometidos a explotacion
agropecuaria (Jaramillo 2011), lo que indica, que los
AH estudiados tienen menor grado de condensacion,
probablemente debido a la diferencia en la altitud de
la zona.

Por lo tanto la mayor captura de C la presentan los
AH de cultivo, con mayor grado de condensacion en
su estructura y aromaticidad deducible de su mayor
relacion C/H. Probablemente el aporte de los abonos
organicos utilizados en el cultivo influye en la
composicién quimica de sus A&cidos humicos
mostrando mejores condiciones de aromaticidad y
captura de C.

Tabla 1. Composicion elemental (%), relacion atémica de los tres &cidos himicos estudiados y relacién E/Eg.

Muestra C H N S o) C/H ClO CIN E4/Es
AH -cultivo | 48,89° | 4,62° | 353° | 0,14° | 42,82 0,88 1,52 16,16 4,07°
AH - bosque | 46,64 | 577° | 3,81° | 0,18 43,6° 0,67° 1,43 14,28° 5,15°
AH - pastura | 47,67° | 6,1% | 448 | 021% | 41,54° 0,65° 1,53 12,41° 4,64

Promedios con letras diferentes son significativamente diferentes p=0,05 Prueba Duncan.
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Sin embargo, los AH de bosque presentan menor
contenido de C y menor relacion C/O, indicando
mayor grado de oxidacién en sus cadenas laterales
atribuible a mejores condiciones de aireacion y mayor
actividad bioquimica. Autores como Rosell, Arshad,
Schnitzer obtuvieron resultados similares con RMN de
estado sélido y sefialaron que el fortalecimiento de las
actividades bioquimicas que se observa en el suelo
bajo el sistema de labranza cero resulta en mayores
cantidades de hidratos de carbono, aminoacidos y
azUcares aminados, y menor aromaticidad que en el
suelo bajo la practica de labranza convencional
(Piccolo 1996).

Si se compara pastura con bosque los AH del
primer uso presentan mayor contenido de C y mayor
contenido de H, indicando que hay mayor presencia
de C Alifatico y sus cadenas laterales estarian menos
oxidadas (>C/O), probablemente por menor actividad
bioldgica o por procesos de compactacién del suelo.

Espectroscopia Infrarroja

Los espectros IRTF de los AH extraidos de suelos
altoandinos se muestran en la figura 1. Todos los
espectros presentan bandas de absorcién similares
entre si e integradas en las siguientes regiones: una
intensa banda entre 3379 y 3362 cm™ atribuida al
estiramiento del enlace de hidrégeno de los grupos
OH y vibraciones de tensién N-H que indica la posible
presencia de grupos amino.

La alta intensidad a 2919 — 2849 y presencia de la
banda a 1450 cm™ observada en todos los espectros,
indica alto contenido de componentes alifaticos, siendo
menor para AH- cultivo, representando caracteristicas de
enlace de estiramiento CH, y vibraciones en cadenas
alquilicas largas en compuestos de lipidos (Spaccini
2009), esto confirma los resultados del analisis
elemental. Una banda entre 1724-1717 cm™ que
corresponde a estiramiento C=0, principalmente de
grupos carboxilicos COOH y una banda a 1620 cm™ se
atribuye a estiramiento C=C aromatico y estiramiento
simétrico COO™ (Senesi 2003).

La presencia de polisacéridos fue confirmada por
los picos en 1030 y 1076 cm™ que suelen atribuirse a
sus estiramientos C-O.

La presencia de compuestos aromaticos
policiclicos en los AH se evidencia por la sefial a 3069
cm™, relacionada con el estiramiento C-H en los
anillos aromaticos, de intensidad mas débil para el
AH-pastura y AH-bosque posiblemente debido a la
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extensa sustitucién de anillos arométicos en las
macromoléculas de estos AH. También la presencia de
un pico de intensidad débil a 1388 cm™ en los tres
AH que corresponde a las vibraciones de flexién de
OH fendlicos. Iguales bandas se observan en AH
extraidos de compost (Spaccini 2009) a pesar de que
su proceso de formacion no es de origen
pedogenetico.

AH- bosque
AH-cultivo
l/ J:’\/\‘],
: =/ ‘
. | . [ | .
4000 3000 2000 1000 400

cm?

Figura 1. Espectros IRTF de AH-pastura, AH-bosque y AH-cultivo

Resonancia magnética nuclear de estado
sélido (CPMAS*CRMN)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear
de estado sélido provee informacion sobre las diversas
asociaciones quimicas del 13C en los AH (Buurman et
al., 2009), permitiendo este estudio discriminar regiones
especificas para cada tipo de carbono (C) que se
observan en los espectros de la figura 2 asi: 0~50 ppm C-
alquilo, 50~110 ppm C-alquilo de grupos metoxi 6 -
CH,0H, 110~160 ppm C-aromético, 160-220 ppm C de
grupo carbonilo 6 fenol en cultivo, bosque y pastura
como se muestra en la Tabla 2. Los porcentajes relativos
de distribucion de carbono obtenidos por integracion de
las sefiales de las diferentes regiones de desplazamiento,
permiten determinar la aromaticidad de los 4cidos
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hamicos (Kang et al. ,2003), dada por la relacion entre la
regién de C aromatico (110 ~ 160 ppm) v la region total
de C alifatico (0~110 ppm) como se detalla en la Tabla 2.
El AH-pastura presenta mayor grado de alifaticidad,
seguida de AH-bosque y AH-cultivo mientras AH-
cultivo contiene la mayor cantidad de aromaticos
incluyendo fenoles. El grado de aromaticidad se registra
en orden descendente para el AH-cultivo, AH-bosque y
AH-pastura consistente con la reduccion de la relacion
C/H, confirmando los resultados del anlisis elemental en
el sentido de que el AH-cultivo presenta mayor grado de
condensacion.

Tabla 2.Porcentajede distribucion de **C en diferentes regiones de
desplazamiento quimico (ppm) en los espectros de CPMAS®
CRMN de los tres o &cidos himicos estudiados.

110~50 5

220180 | g60-110 | c- | 001

Muestra carbonilo C . metoxi alquilo §

6 fenol aromatico 0- 15

CH,OH z
AH - cultivo 18,6 20,1 29,1 32,2 0,33
AH - bosque 10,2 10,46 30,0 49,5 0,13
AH - pastura 8,4 6,61 26,7 59,2 0,08

*aromaticidad: C aromético (110 ~ 160 ppm)/Suma de C alifatico
(0~110 ppm)

Los espectros de los AH estudiados figura 2,
muestran una composicion dominada por un pico
intenso de C alifatico a 31.150 ppm, atribuido a
grupos metileno en cadenas largas alquilicas (Senesi
et al., 2003) 6 grupos de CH, derivados de varios
compuestos lipidicos (Spaccini et al., 2009). Los
espectros de los tres AH obtenidos muestran la
presencia del desplazamiento entre 160 y 180 ppm
tipica de AH, tomado en otros estudios previos
(Senesi et al., 2003) como referencia para la
integracién de las regiones del espectro.

Agradecimientos.

200.377
173.241
130.451
105.025
72.102
56.452
31.150

AH-cultivo WL
AH-bosque __’J\__NN p.

AH-pastura

50 0 ppm

Figura 2. Espectros CPMAS®*CRMN de AH-cultivo, AH-bosque y
AH-pastura

CONCLUSIONES

La composicion quimica de los &cidos himicos
provenientes de tres usos de suelos Altoandinos de la
microcuenca Santa Teresa, departamento del Cauca,
estudiada mediante diferentes técnicas
espectroscopicas, muestra variaciones significativas,
presentando los AH de cultivo contenido superior de
C con mayor grado de aromaticidad y condensacion,
contribuyendo a una mayor captura de carbono que los
correspondientes a pastura y bosgque, mostrando la
influencia del cambio de uso de suelo. Los &cidos
himicos de bosque presentan alto grado de oxidacion
en sus cadenas laterales indicando la alta actividad
bioguimica presente en estos suelos. De los acidos
himicos de pastura se resalta el alto contenido de C
alifatico y menor grado de oxidacion de sus cadenas
laterales, siendo mas susceptible a cambios por efectos
antropogénicos o climaticos.
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(Espafia) por el apoyo logistico, académico y econdmico en la realizacion de este trabajo. A la VRI de la
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