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RESUMEN

Se realizo el analisis elemental y la dis-
tribucion de tamafos moleculares de los
dcidos himicos (AH) y filvicos (AF) de
los horizontes Ap v AB de dos perfiles
de suelos clasificados como Typie Ful-
vudand (Marsella) y Acrudoxic Mela-
nudand (Combia), procedentes del mu-
nicipio de Marsella, departamento de
Risaralda, Colombia. Con tal fin se aco-
plo la técnica de cromatografia de ex-
clusién por tamano con Sephadex
(G-25, G-75 y G-100) con la ultracentri-
fugacién con gradiente de densidad de
sacarosa.

Tanto los AF como los AH presen-
tan mayor polidispersidad en el horizon-
te AB que en el Ap del suelo Marsella |
donde los acidos himicos présentan me-

nor tamafo molecular. En Ap, la mayor
polidispersidad se obtuvo en los acidos
himicos en el intervalo de peso molecu-
lar > 150.000 Daltons. Aunque los AH
del horizonte Ap presentan menor
E4/Es, y mayor tamaio molecular, son
menos polidispersos que los AH del ho-
rizonte AB, lo que indica que en la dis-
tribucion de fracciones moleculares
influyen otros factores, diferentes al ia-
mano, como son las fuerzas de interac-
cion inter e intramolecular, Los perfiles
de polidispersidad por cromatografia de
exclusion ponen en evidencia las dife-
rencias entre los dos suelos en estudio
acordes con su clasificacion a nivel de
grarn grupo.

Palabras clave: andisol, acidos himi-
cos, dcidos falvicos, polidispersidad,
SEC, UGD.
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ABSTRACT

It was determined the chemical analysis
and the molecular-mass distribution of
the humic acids (HA) and fulvic acids
(FA) in the horizons Ap and AB of two
soils from Marsella (Department of Risa-
ralda, Colombia) classified as Fulvudand
(Marsella) and Melanudand (Combia).
Size exclusion chromatography (Sepha-
dex G-25, G-75, and G-100) was combi-
ned with ultra centrifugation with density
gradient of sucrose.

The polydispersity of FA and HA in
the horizons AB were higher than in the
horizon Ap of Marsella soil. In the hori-
zon Ap, humic acids with molecular
weight > 150,000 had the highest poly-
dispersity. Humic acids in this horizon
had lower ratio of E4/Es, and higher mo-
lecular weight than in the horizon AB.
This indicates that factors like forces of
interaccion inter and intramoleculars in-
fluence on the distribution of molecu-
lar-mass fractions. The polydispersity
profiles of the two soils are in accordan-
ce with their classification in the taxono-
mic level of great group.

Key words: Andisol. Humic Acids, Ful-
vic Acids, Polidispersity, SEC, UGD,

INTRODUCCION

Los suelos derivados de materiales vol-
cénicos, especialmente de piroclastos fi-
nos clasificados como Andisoles, ocupan
gran parte de la region montafiosa de Co-
lombia y constituyen aproximadamente
el 11,6% de la extension geografica na-
cional. Estos suelos son de gran impor-
tancia econdémica ya que soportan parte
del desarrollo agricola, en especial en
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areas dedicadas al cultivo de café, fruta-
les y ganaderia.

Los compuestos minerales amorfos
procedentes de la meteorizacion de los
materiales piroclasticos ejercen una ac-
cion importante sobre la evolucion de la
materia orgénica en estos suelos al prote-
gerla contra la biodegradacion microbia-
na, de tal manera que se acumula en
cantidades importantes en los horizontes
superficiales. Sin embargo. en algunos
ambientes edaficos pueden ocurrir trans-
locaciones de los complejos humus-ca-
tion, lo cual es determinado por las
caracteristicas del componente mineral v
de las sustancias hiimicas. Por otra parte,
en suelos dcidos (pH <5) la materia or-
ganica impide la formacion de aléfana y
da lugar a la formacion de Andisoles no
alofanicos(1). Dado que la dindmica de
la materia orginica orienta notablemente
la génesis de los Andisoles, es importan-
te conocer las caracteristicas que permi-
ten estabilizar los complejos humus-
alofana o, por el contrario. facilitar los
procesos de mineralizacion y de migra-
cion de las sustancias hiimicas.

En Colombia se¢ han hecho algunos
estudios de exiraccion y caracterizacion
preliminar de la fraccion himica de algu-
nos Andisoles (2-7) en los cuales se ha
realizado la separacion de fracciones hii-
micas de acuerdo con su solubilidad, y se
ha determinado la relacion de los extrac-
tantes con las fracciones himicas y con
los cationes solubilizados.

Dada la complejidad de la estructura
de las sustancias hiimicas, actualmente se
emplean numerosas técnicas para carac-
terizarlas tales como cromatografia, pi-
rolisis, degradaciones oxidativas y estu-
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dio de propiedades coligativas, entre
otros. También se ha dado relevanciaa la
determinacion de intervalos de pesos
moleculares por medio de cromatografia
de exclusion por tamano y en un segundo
plano —por ser mas dispendiosas, no me-
nos Gtiles— a técnicas de ultracentrifuga-
cion (equilibrio y velocidad de sedimen-
tacion, y gradiente de densidad). La
ultracentrifugacion es una técnica que
aporta informacién acerca de los pesos
moleculares, tamafios y formas de ma-
cromoléculas; en particular, con una ul-
tracentrifuga preparativa es posible sepa-
rar  macromoléculas  mediante  un
gradiente de densidad que permite su dis-
tribucion de acuerdo con su coeficiente
de sedimentacion. Dichas técnicas pue-
den ser acopladas para complementar los
estudios; asi, con la cromatografia de ex-
clusién molecular se logra disminuir la
polidispersidad de las fracciones hami-
cas limitdndolas a intervalos de pesos
moleculares. Las fracciones que presen-
ten mayor absorbancia en la region ul-
travioleta-visible pueden ser separadas
posteriormente por gradientes de sedi-
mentacion, obteniéndose un grado de
polidispersidad atin menor.

El objetivo del presente trabajo es ca-
racterizar los dcidos hiimicos vy filvicos de
los horizontes A v AB de dos perfiles de
suelos clasificados como Fulvudand y Me-
lanudans, empleando técnicas acopladas de
cromatograffa de exclusion por tamafio
con Sephadex G-25, G-75 y G-100 y ultra-
centrifugacién con gradiente de densidad.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en dos perfiles de
suelo: 1) Combia, Typic Melanudands
medial amdrfico, isotérmico, bajo culti-

vo de caia de azicar Saccharum offici-
nalis 2) Marsella, Acrudoxic Fulyudand
medial, amorfico, isotérmico, bajo culti-
vo de café Coffea arabiga a plena exposi-
cién; ambos ubicados en paisaje monta-
fioso (1250 msnm de altitud) en el
municipio de Marsella, departamento de
Risaralda, Colombia. En el suelo Com-
bia se tom6 muestra de los horizontes Ap
(00-30 cm) y AB (30-50 cm), y del suelo
Marsella los horizontes Ap (00-50cm) y
AB (50-70 cm).

Extraccion

En la fraccidn menor de 50 micras, con-
siderada como materia orgénica humifi-
cada (8) se realizaron extracciones suce-
sivas de las sustancias himicas con
Na:BsO; 0.05 M, Na.P.0O; 0,025 M y
NaOH 0,1M. En cada extracto se preci-
pitaron los dcidos himicos a pH 2 con
H,80., los acidos filvicos permanecen
solubles.

Purificacion

Los dcidos himicos AH extraidos de la
fraccion < 50mm se dializaron a través
de membranas de 8000 Daltons. hasta
pH v conductividad constantes y libre de
boratos, sulfatos y fosfatos. Las fraccio-
nes dializadas se pasaron por resinas de
intercambio catibnico Rexyn H*, hasta
eliminacién de sodio, y se liofilizaron
para su posterior caracterizacion.

La purificacion de los dcidos fiilvicos
AF se realizd por didlisis con membranas
de poro <3000 Daltons y por adsorcion
sobre resinas poliméricas del tipo amber-
lita XAD-2 y XAD-16. Todos los extrac-
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tos se liofilizaron para su conservacion y
caracterizacion.

Anilisis elemental

Los contenidos de carbono, hidrégeno v
nitrogeno, de AH y AF purificados. se
determinaron en el analizador elemental
CAC TII Instalab serie 600,

Relacion E, / Eq (9-10): relacion entre la
densidad épticaal =465nmyal = 665
nm, de 2 mg de cada fraccion himica
(AH v AF) en 10 ml de bicarbonato de
sodio (NaHCO3) 0,05 M.

Tamanos moleculares

Cromatografia de exclusion por
tamaiio (SEC)

Para el desarrollo de la cromatografia
de exclusion por tamano (11-13) se em-
plearon geles semirrigidos: Sephadex
G-25, G-75 v G-100, empacados en co-
lumnas de 150 ml; como eluyente se
empled agua destilada libre de CO:,
con flujo de 1.5 ml/min: se aplicaron
0.270 mg de C/ml de NaOH 0,1M por
columna. Se colectaron fracciones cada
3 ml y se midié la absorbancia a A =
460 nm.

De las muestras de AH y AF obteni-
das con los diferentes extractantes se ob-
tuvieron fracciones > 150,000, 80.000 a
150,000, 5.000 a 80.000 Daltons.

Ultracentrifugacion por gradiente de
densidad (UGD)

Se colectaron las fracciones himicas de
mayor absorbancia previamente separa-
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das por SEC en proceso continuo (G-25,
75 y 100), con ¢l fin de separarlas por
medio de ultracentrifugacion preparativa
mediante gradiente de densidad (14-17).
Después de ensayos previos se estable-
cieron los parametros de operacion apro-
piados en cuanto a gradiente de concen-
tracion y a velocidad de sedimentacion.
La mejor separacion se obtuvo en el gra-
diente de 5 - 20% de sacarosa; la veloci-
dad de centrifugacion. 35.000 rpm, se
eligié de acuerdo con los estudios reali-
zados por otros autores (19-20), y con la
mixima permitida por ¢l rotor disponi-
ble. El volumen de la muestra aplicada
fue de 2 ml a una temperatura de 4 °C y
tiempo de centrifugacion de dos horas.
Finalmente, cada gradiente fue leido por
UV -VIS. Para este fin se colectaron 20
fracciones de 4 ml a las cuales se les de-
termind su absorbancia (A), a 460 nm.

Al representar en un sistema de coor-
denadas la absorbancia frente al volumen
eluido, se obtuvieron los perfiles de poli-
dispersidad de cada fraccion de tal forma
que cada regién del gradiente correspon-
de aproximadamente a 20 ml. es decir,
que la primera corresponde a la concen-
tracion de sacarosa del 5%. la siguiente a
la del 10% . y asi sucesivamente hasta 80
ml.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis elemental

En la Tabla 1 se presenta el analisis ele-
mental de las fracciones purificadas; los
AF presentan porcentajes mis altos de
O. N y H, pero menores porcentajes de
C que los encontrados en los AH, lo que
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esta asociado con la presencia de grupos
funcionales oxigenados lo cual les con-
fiere una mayor acidez y, por tanto, ma-
yor reactividad.

De otro lado, al comparar el analisis
elemental de cada agente extractante se
observa que los porcentajes de C en los
AH se encuentran en un intervalo de
48.66 - 57,82, obteniéndose los valores
mds altos al emplear extractantes suaves
como el tetraborato (EX1) y el pirofosfato
de sodio (EX2), lo gue comprueba que el
uso de estos extractantes altera en menor
proporcion las propiedades de las sustan-
cias himicas que el NaOH (EX3) consi-
derado como un extractante fuerte de
mayor efectividad. Los porcentajes de C
en los AF estin comprendidos entre 36,21
~ 43,51 pero en este caso los valores mis
altos se obtuvieron en el extracto de
NaOH, aunque las diferencias son bajas.

En cuanto a las relaciones EyE; se
observa que en los horizontes AB los va-
lores son mayores que en los horizontes
Ap, este parametro indica que los AH y
AF del horizonte AB en ambos suelos
son de menor tamarnio molecular que las
fracciones himicas del horizonte Ap y,
ademas, que las fracciones hiimicas mas
condensadas se presentan en el suelo
Combia.

Los valores de las relaciones EJ/E; en
los diferentes extractantes permiten con-
cluir que en los AH los mayores tamanos
moleculares se obtienen en los extractos
de pirofosfato de sodio (NaP.0» >
NaOH > Na,Bs0O;) mientras que en los
AF el mayor tamano corresponde a los
extractos con hidroxido de sodio (NaOH
> Na,P:O; > Na:Bs0;), aunque las di-
ferencias entre los dos Gltimos extractan-
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tes es pequena, lo gue supone una distri-
bucion de tamanios moleculares muy si-
milar.

Tamanos moleculares

Cromatografia de exclusion

La fraceion himica del suelo es conside-
rada como un complejo sistema molecu-
lar que incluye un intervalo amplio y va-
riado de pesos moleculares relacionados
con el tamano hidrodinamico de las par-
ticulas. Los pesos moleculares de los AH
generalmente estin comprendidos entre
2.000-100.000 Daltons. y una propor-
cién pequena presenta tamanos superio-
res a 200.000 Daltons.,

En la Tabla 2 se presentan los resul-
tados de las distribuciones relativas de
tamafios moleculares de los AH y AF,
de tal manera que T1 corresponde a ta-
manos moleculares > 150.000,
T2:150.000-80.000, T3:80.000-5000 y
T4: < 5000 Daltons en los extractos ob-
tenidos con tetraborato, pirofosfato e hi-
droxido de sodio respectivamente. Los
resultados muestran el predominio de ta-
mafos moleculares superiores a 80.000
Daltons (> 150.000, 150.000-80.000)
en los dcidos himicos de los horizontes
Ap de los dos suelos y, por tanto, presen-
tan mayor tamafo hidrodinamico de par-
ticulas que los del horizonte AB del suelo
Marsella, siendo a su vez més polidisper-
sos los extraidos con soda (EX3), al pre-
sentar distribucion de tamanos molecula-
res mas equitativa.

Al comparar los acidos himicos de
los horizontes Ap, se observa que en el
suelo Combia predominan los mayores
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Tabla 2. Distribucion relativa de tamafios moleculares de los dcidos hamicos y fil-
vicos de los suelos Combia (Typic Melanudand) y Marsella (Acrudoxic Fulvudand)

% relativo de tamanos moleculares
Suelo-Horizonte Extr, Acidos himicos Acidos Fiilvicos

Tl T2 T3 T4 Tl Z T3 Ta

COMBIA Ap EX1 18 51 31 0 - = - -
Typic EX2 53 41 6 0 - - - -
Melanudand EX3 26 47 27 0 - - -
MARSELLA Ap EXI 25 25 32 0 5 23 67 0
EX2 50 50 16 0 7 39 54 0

Acrudoxic EX3 32 32 31 0 I8 35 47 0
Fulvudand AB EXI 20 20 25 t] 3 19 78 0
EX2 27 27 33 0 7 30 63 0

EX3 30 30 18 0 11 54 35 0

EX1, EX2 y EX3 extractos con tetraborato, pirofosfato ¢ hidroxido de sodio 0.1M respectivamente. T1, > 150,000, T2

150.000.80.000, T3:80.00K-5000'y T4: < 5000

tamanos moleculares, en especial en los
AH extraidos con pirofosfato de sodio,
donde més del 50% corresponde a tama-
fios superiores a 150.000 Daltons. En los
AF del suelo Marsella (Acrudoxic Ful-
vudand) predominan los tamanos mole-
culares inferiores a 80.000 Daltons, y en
un porcentaje muy bajo 3 y 18% en ex-
tracto de NaOH) se obtienen pesos mole-
culares superiores a 150.000 Daltons, es
decir, que son de menor tamafio que los
acidos himicos, lo que estd de acuerdo
con las caracteristicas de diferenciacién
de estos dcidos.

Cameron et al. (18) encontraron ta-
manos moleculares relativamente bajos

~-de 2.500 a 4.500 Daltons- en las
fracciones mds oxidadas, extraidas con
pirofosfato de sodio, y los pesos mds altos
en los extractos de hidroxido de sodio. En
el presente estudio los dcidos filvicos ex-
traidos con tetraborato presentaron el me-
nor tamafio (80.000-5.000) mientras que
en los dcidos himicos, menos oxidados,
el mayor tamafio se present6 en el extrac-
to de pirofosfato.

Estos resultados estan de acuerdo
con las relaciones E4/Eq (Tabla 1) donde
se obtuvieron valores mas altos en los
dcidos filvicos (4,8 a 6,79) que en los
hiimicos (1,06 a 2,67) y en los horizon-
tes AB que en los Ap, lo que indica me-
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nor tamafio de los AF que los AH,
ademas que los dcidos himicos de los
horizontes Ap en ambos suelos son de
mayor tamano molecular que los del ho-
rizonte AB.

En sintesis, la distribucién de tamafios
moleculares permite diferenciar los dos
suelos en estudio acorde con su clasifica-
cidn, puesto que en el suelo Combia Typic
Melanudand se presenta un mayor porcen-
taje de sustancias hiimicas con tamafios
moleculares superiores a 80.000 Daltons,
mientras que en el suelo Marsella, clasifi-
cado como Acrudoxic Fulvudand, mas del
90% corresponde a moléculas de menor
tamano 80.000-5.000 Daltons; ademas,
los AF predominan sobre los AH (Tabla 1)
y. por tanto, desde el punto de vista genéti-
co se espera eluviacion de las sustancias
himicas como consecuencia de su menor
famano.

Ultracentrifugacion UGD

Para comprender las interacciones y la
reactividad de las sustancias himicas en el
sistema edifico se requiere un conoci-
miento basico sobre la composicién, en
tamafio y la estructura de las sustancias
hiamicas y, dado que es un sistema hetero-
2éneo, es necesario disponer de macro-
moléculas o asociacién de moléculas rela-
tivamente homogéneas que satisfagan en
lo posible los criterios de pureza, lo cual
puede obtenerse con la ultracentrifuga-
cion con gradiente acoplada a la cromato-
grafia de exclusion por tamafio (SEC).
Los AH y AF del suelo Marsella (Acru-
doxic Fulvudands), que presentaron ma-
yor absorbancia por cromatografia de ex-
clusion  (>150.000, 150.000-80.000,
80.000-5.000). se separaron por ultracen-
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trifugacion con tres gradientes de con-
centracion con sacarosa.

Los resultados muestran que los aci-
dos hiimicos (AH) con tamafo molecular
superior a 150.000 Daltons de los hori-
zontes Ap v AB obtenidos con cada ex-
tractante, se separaron en tres bandas
bien diferenciadas (Figura 1) situadas a
lo largo del gradiente, con predominio en
las regiones mas densas (15 y 20% saca-
rosa). En general, se obtuvieron 3 frac-
ciones, donde la de mayor tamarfio es afin
con la mayor concentracién de sacarosa
(20%); 1a fraccion intermedia se sitGa en
la region propia de la concentracion de
15%. y una fltima es separada en la re-
gion correspondiente al 10% de sacaro-
sa; en el extracto de tetraborato de sodio
ésta tltima fue la de mayor drea. Los AH
de la fraccion T3: 80.000-5.000 Daltons,
al igual que los T2, se sinian con prefe-
rencia en la region intermedia entre 10 v
15% con bandas bien diferenciadas.

Adicionalmente, se determinaron las
relaciones E/Eq de las bandas de mayor
absorbancia de las fracciones polidisper-
sas de los AH del suelo Marsella (Tabla
3). De acuerdo con los resultados, los
acidos hiimicos del horizonte AB presen-
tan mayor polidispersidad que los de Ap,
pues se observa mayor cantidad de ban-
das en los tres gradientes de sacarosa y
en los tres extractantes excepto en las
moléculas de menor tamafo, T3
(80.000-5.000 Daltons) que no presenta
banda en el extracto de tetraborato.

En el horizonte Ap del suelo Marsella
la mayor polidispersidad de los dcidos
himicos (AH) se presenta en las molécu-
las de mayor tamaiio (T1 > 150.000 Dal-
tons), puesto que presenta bandas en
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Figura 1. Perfiles de distribucion obtenidos por ultracentrifugacion con gradiente
de sacarosa (5-10-15-20%) de acidos himicos del suelo Marsella
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todos los gradientes, mientras que las de
tamafo comprendido entre 150.000-
80.000 no presentan bandas en los ex-
tractos de pirofosfato ¢ hidréxido de so-
dio ni en el tamafio 80.000-5.000 en los
extractos de tetraborato e hidréxido de
sodio.

Los resultados de SEC y GDU mues-
tran que los AH del horizonte Ap presen-
tan menor EyE;, mayor tamafio
molecular y son menos polidispersos que
los AH del horizonte AB.

Las fracciones T2 y T3 (150.000-
80.000, 80.000-50.000 Daltons) de los
acidos fllvicos del horizonte Ap se dis-
tribuyen en las tres bandas de concentra-
cién de sacarosa (Figura 2). La mayor
polidispersidad de los acidos filvicos se
obtuvo en los extractos con soda y piro-
fosfato en el horizonte AB, encontrando-
se bandas en todos los gradientes de
concentracidn de sacarosa excepto en
B3. Tanto los AF como los AH presentan
mayor polidispersidad en el horizonte
AB donde predominan las sustancias hi-
micas de menor tamafo molecular; no
obstante, en Ap la mayor polidispersidad
se obtuvo en los 4cidos hiimicos en el in-
tervalo de mayor peso molecular
> 150.000 Daltons (Tabla 3, Fraccion
T1).

La diferencia en los perfiles obtenida
con cada uno de los extractantes, indica
que en la polidispersidad influyen otros
factores diferentes al tamano, tales como
fuerzas de interaccion inter e intramole-
culares (enlaces de hidrogeno, fuerzas de
Van der Waal“s, enlaces p, puentes con
metales multivalentes) e incluso Swift
(19) enfatiza en la importancia de las in-
teracciones hidrofobicas en este proceso.
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Es posible que todos estos mecanismos
Jjueguen un papel importante en las inte-
racciones moleculares de las sustancias
hiimicas en solucion y, por tanto, en su
comportamiento en el proceso de separa-
cion por tamanos moleculares, lo que
permitiria, de acuerdo con los resultados
de este estudio, diferenciar tipos de ci-
dos himicos en Andisoles.

CONCLUSIONES

Los resultados de SEC (cromatografia de
exclusion) permitieron comprobar las di-
ferencias entre los horizontes Ap de los
dos suelos en estudio acordes con su cla-
sificacion; asi, en el suelo Combia Typic
Melanudand, donde predominan los AH
sobre los AF, se presenta un mayor por-
centaje de acidos himicos con tamafios
moleculares superiores a 80.000 Dal-
tons, v en el suelo Marsella, clasificado
como Acrudoxic Fulvudand, los AF pre-
dominan sobre los AH y presentan pre-
dominio de moléculas de menor tamano
(< 80.000).

Con las técnicas acopladas (SEC y
GDU) utilizadas se encontrd que los AF
y los AH del suelo Fulvudand presentan
mayor polidispersidad en los horizontes
AB que en los Ap, donde predominan las
sustancias himicas de menor tamano
molecular, mas propicias a la eluviacion.

Estos parametros aportan informa-
cion sobre la diferencia en la distribucion
de tamanios moleculares y polidispersi-
dad diversa de los acidos himicos y fiil-
vicos en el horizonte superficial ., que
usualmente no son considerados en for-
ma directa en la taxonomia pero que pue-
den complementar y confirmar los
espectroscdpicos (Indice melanico 1,7)
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Figura 2. Perfiles de distribucién por ultracentrifugacién en gradiente de sacarosa
(5-10-15-20%) de los 4cidos fiilvicos del suelo Marsella
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requeridos para la diferenciacion de los
Andisoles, a nivel de gran grupo, entre
Melanudands o Fulvudands. Contribu-
yen ademds a explicar el comportamien-
to edéfico del componente himico de
estos suelos.,

Es posible que el perfil de polidis-
persidad sea afectado por las fuerzas de
interaccién inter e intramoleculares
presentes en las sustancias hiimicas en
solucion, de acuerdo con las diferen-
cias obtenidas en el comportamiento de
los diferentes extractos.
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