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|05 resultados obtenidos del andlisis de las SH extraidas indicaron que el lote
{l.1) presenta un mejor proceso de humificacion. Ademas, el analisis de varianza
walizado a los diferentes parametros evaluados mostro que existen diferencias
Wgnificativas entre los lotes y al cambiar la profundidad de muestreo, demostrando
Jue el método modificado es sensible y confiable.

ESTANDARIZACION DEL METODO KONONOVA-BELCHIKOVA
LA EXTRACCION, FRACCIONAMIENTO, ANALISIS Y PURIFICACION DE
LAS SUSTANCIAS HUMICAS EN SUELOS ANDISOLES

palabras Claves: Sustancias Humicas, Acidos Humicos, Acidos Falvicos,
Helacion E/E,, método Kononova-Belchikova, carbono organico, relacion CAH/
LAF.
Claudia Guevara! SUMMARY
Jests A. Castill .
William Chavarriagé Ihis project was carried in the chemistry laboratories of the University of Narifio,
with soil samples, characterised for being volcanic and presenting a clay-like
loxture with very different records in terms of handling, taken from lots (L1 and
|2) on the Botana Research Farm. L1 is used under an agro-forestry arrangement
with crop rotation and L2 has remained under pasture with scattered trees, This
project consisted of standardising the Kanonova-Belchikova method for the
axiraction and separation of organic substances as well as adapting a methodology
{or the purifying and analysis of the aforementioned substances, for which it was
necessary o carry out modifications to the original protocols.

RESUMEN

El presente trabajo se desarrollo en los Laboratorios de Quimica de la Universidag
de Narifo, con muestras de suelo tomadas en dos lotes (L1 y L2) de la granja
experimental Botana, los cuales se caracterizan por ser suelos Andisoles gue
presentan una textura franco arcillosos con historiales muy diferentes desde ?_
punto de vista de manejo, L1 es utilizado bajo un arreglo agroforestal con rotacion

de cultivos y L2 ha permanecido bajo pastura con drboles dispersos.

For the analysis of the organic material the E, / E; relation was used in which
yize. molecular weights and the degree of condensation of the organic acids
und the acids of the organic components obtained from the different samples
depended. Also the CAH/CAF relation was used. This is obtained from di\_fiding
lhe percentage of organic C in the organic acids into the percentage of C in the
acids of the organic components, this relation allows one to know the level of
urganic gas present in the soil. The Organic Carbon was determined through
the use of Tiuring Method.

Este trabajo consistié en estandarizar el método Kononova-Belchikova para la:
extraccion y fraccionamiento de sustancias humicas (SH) y ademas adaptaf
una metodologia para la purificacion y andlisis de dichas sustancias, para lo!

pesos moleculares y grado de condensacion de los acidos humicos (AH) y de
los &cidos flilvicos (AF) obtenidos de las diferentes muestras. También se utilizd;
la relacion CAH/CAF la cual se obtiene de dividir el % de C organico en los AH’
entre el % de C de los AF, esta relacion permite conocer el grado de humificacion:

e results obtained from the analysis of the extracted organic substances
de un suelo. El Carbono organico se determiné por el método Tiuring.

Indicated that the lot (L1) presented a better process of organic conversion. Also
e variance analysis which was carried out at different tested parameters sho_y\fe'd
he existenice of significant differences between the two lots and thus changing
lhe depth of the sampling showed that the modified method was sensitive and
reliable:
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INTRODUCCION

Proceso de Extraccion de sustancias hiimicas (Kononova 1982; Schnitzer y
Schult 1993). Las muestras se secaron a 50 °C y se tamizaron por mall'a?IBO (e
mm). Se pesaron 5 g de muestra y las SH se extrajeron con 100 ml de solucion 0.1
N de pirofosfato de sodio e hidroxido de sodio (solucion extractante), las rlnuest)_r-'as
ue agitaron durante 12 horas y se dejaron en reposo por 24 horas. A continuacion,
4o adicionaron 20 ml de solucion saturada de sulfato de sodio y se dejaron reposar
por 25 min. El conjunto de suelo y soluciones extractantes se cen‘trifugé a 4000
1p.m. durante 20 min.y el residuo del suelo se lavé con 30 mi de solucion extractante
y 5 ml de solucién de sulfato de sodio y se volvié a centrifugar: Este proceso se
mpitid hasta que el sobrenadante no presentoé color. Los centrifugados de qada
muastra se unieron y se aforaron a 250 ml con agua destilada, quedando exiraidas
las SH.

La fertilidad de los suelos, esta determinada, entre otros factores, por la matel
organica (Gémez, 2000), dentro de la cual, las SH constituyen una part
importante ya que mejoran las caracteristicas fisicas, quimicas y biologice
un suelo, a la vez que equilibran la solucién nutritiva y también influyen

estructura, régimen hidrico, propiedades de absorcién y adsorcion, y es s
fuente con capacidad de intercambio de cationes (CIC).

Teniendo en cuenta que el Departamento de Narifio s una region por exceleng
agricola, y que las investigaciones de las ciencias agronomicas tienden:
mejoramiento de la fertilidad de los suelos, es necesatio que el Laboratorio @
Analisis de Suelos de la Universidad de Narifio, cuente con un protood '
estandarizado para el fraccionamiento y andlisis de las SH. Se tomaron 5 ml de SH extraida se anadié H,80, 0,1 N hasta alcanzar pH 7. La
iolucién se evapor6 a sequedad a una temperatura de 60 °C. Sobre el residuo
seco, se prepard la mezcla sulfocromica, para lo cual se agregaron 5 ml de K,Cr,O,
0.4 Ny5mildeH,SO, [¢], simultaneamente se prepararon tres blanc;os. Las muestr_as
y los blancos se introdujeron en una estufa a 125 °C durante 35 min. Se dejo enfriar

y se completd el volumen a 100 ml con agua destilada.

En este trabajo se estandarizé y adapté el método Kononova-Belchikoy
(Kononova 1982, Schnizer y Schult 1998), el cual a pesar de no ser el mill
sencillo, es uno de los métodos mas utilizados, y consiste en la extraceid
sucesiva de las fracciones orgénicas del suelo, (Garcés, 1998); ademas, permild
analizar dichas fracciones sin alterar sus caracteristicas fisicas y quimicas, |
anterior complementado con un proceso de purificacién, permite obtener Sl La valoracion del exceso de K,Cr,O, se realizé con una solucion de sulfato ferroso
libres de contaminantes, las que después se analizan por diferentes métodd 1 N en presencia de difenilamina. El cambio del indicador de pardo a verde a

il brillante, indica el punto final de |a tituiacion.
Para los célculos se utiliza la siguiente ecuacion:
(A - B)x0.003xFx100
N

METODOLOGIA
=%C

Este estudio se realizo con muestras de suelo de dos lotes ubicados en |
granja experimental Botana de la Universidad de Narifio que se encuentra

una altitud de 2820 msnm, temperatura promedio de 13 grados centigrado Donde: A mi de sulfato ferroso gastados en ?f p!an_r; 3
precipitacion pluviométrica anual de 870 mm y una humedad relativa del 359 B = ml de sg[fato ferroso gastados en la mue
(IDEAM, 2001). Dichos suelos son clasificados como andisoles con una textut F =  Nommalidadaelttulante
franco arcillosa y con una densidad aparente en la superficie de 0.98 Mgm3al t‘ e i el

%G = Carbono organico

lote L1 ha sido utilizado para la produccion de cultivos como Papa y forraj
varios afos, actualmente esta bajo un arreglo de franjas protectoras product
El lote L2 ha permanecido bajo pradera nativa muy degradada por mu
anos. Elmuestreo se hizo aleatoriamente a profundidadesde 5a 10y de 10
cm en los dos lotes, se descarto la seccion de 0 a 5 em por que la m
organica no se ha degradado hasta SH, y con el fin de ajustar la metodo
tendiente a lograr el objetivo de este estudio, se realizaron tres replicaciones pa
muestra.

Separacion y purificacién de los édcidos Humicos y Fulvicos. Los AH se
precipitaron acidificando los extractos de las SH con H,SO, [c] hasta un pH de 1,5.
Se calentd el conjunto para que los AH se precipiten en forma de grumos, Iue_gp se
separaron por filtracion. En el filtrado quedaron los AF y otras sustancias inespecificas;
los AH se recuperan lavando el filtro con una solucion caliente de NaOH 0,05 N.
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Los extractos obtenidos se aforan a 100 mi con agua destilada. En estos exirat
se analiza el contenido de C organico mediante el método Tiuring para lo
procede igual que con las SH, tomando 5 ml de cada uno de los extractos obtenidl
Los AH se redisolvieron con NaOH y se reprecipitaron con 4cido sulfarico [c]'l
veces para ir liberandolos de metales, cada vez se centrifugd a 4000 r.p.m. duramt
20 min. Después de estar separados, se lavaron con agua destilada y se volvid
centrifugar. '

Se preparo una solucion de HF-HCl-Agua (1 ml de HCI [c], 1 ml HF [c] y se aford
100 ml con agua destilada), se agregaron 30 ml de esta solucién sobre los AH.
dejé interactuar 24 horas y se centrifugd nuevamente. El sélido ‘se lavé con -
dos veces y se centrifugé cada vez para separar los sélidos de la solucién, P
retirar los cloruros y fluoruros que no se eliminaron con los procesos de lavado, &
realizé una didlisis, utilizando celofan, que es un polimero altamente hidrofilico,
lo'que es usado coma membrana para dialisis, pues permite la difusién de los i
y solutos de bajo peso molecular pere es impermeable a los soluios de alto.
molecutar como los AH (Mulder, 1992) La didlisis terminé cuando no se detectare
cloruros en el solvente,

Después de la dialisis los AH quedaron puros y listos para secarse por liofilizacit
0 evaporacion convencional. Para efectos de adaptar el método a las condicion

de los laboratorios de fa Universidad de Narino y de la regién, se utilizé la evapor
convencional, la cual se efectio en cdpsulas de porcelana previamente se
taradas, se evapord la solucién de AH a sequedad a una temperatura qu
supero los 60 °C, evitando asi la formacion de lactonas, anhidridos y desprendim
de CO, sustancias organicas que pueden afectar las posteriores pruebas de an: lisi
quimico (MacCarthy, 2001).

Con los AF que quedaron en solucién se realizé una filtracion al vacio, para la
sobre el papel filtro se agregd una mezcla de carbdn activado'y agua de tal ms
que se formara una capa uniforme sin poros. El carbén activado absorbié los
en el filtrado se eliminaron algunos contaminantes. Después, se lavé tres veces
agua destilada para arrastrar otras impurezas y con solucién 1:1 de acetona-
y el papel filtro del embudo se colocd en un recipiente plastico con 100 m
solucion de HF-HCI-Agua y se dej6 interactuar durante 24 horas. Transcurrido:
tiempa se filtrd para eliminar esta solucion y se lavé varias veces con agua desti
Allinil se desarbieron Jos AF del carbén activado, con 150 ml de hidréxido de arr
al 7%, Esla solucion se secd por evaporacion convenicional igual que los AH, quedanda
o8 AF pliros v secos.
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Lon los AH pures y secos se prepararon soluciones de 500 ppm en NaOH 0,1. Ny
wh los AF soluciones de 2000 ppm usando el mismo solvente, con las cuales se
ializaron lecturas en un Espectrofotémetro Perkin -Elmer Lambda 1_1 i el cual se
alibré utilizando como blanco NaOH 0,1 N puro y se leyé a una longitud de onda

i 465 nm y 665 nm para cada SH. El coeficiente E/E, se _-encpnt;_fé' dividiendo la
absorbancia de cada SH a 465 sobre la absorbancia a 665 m. (Figura 1).

Figura 1. Proceso de extraccién de sustancias humicas
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RESULTADOS Y DISCUSION

El suelo donde se realizé el estudio es Andisol con textura Franco Ar
con historias muy diferentes desde el punto de vista de maneijo, L1 es u
actualmente bajo un arreglo de franjas protectoras productivas (FPP) con fr
para rotacion de cultivos'y L2 ha permanecido bajo pastura nativa deg

con arboles dispersos durante muchos afos. En la tabla 1 se presentan I
resultados del analisis de varianza y la prueba de rangos miltiples de Dungal
donde se analiza el efecto combinado por lote y profundidad para cada variabl
estudiada.

Se observaron diferencias altamente significativas entre lotes y diferencia
significantes al considerar la profundidad de muestreo en algunas varia
esto sugiere que el método modificado es confiable y sensible a las diferen

Tabla 1. Porcentaje de carbono en las sustancias hiimicas, sus
fracciones y relacion CAH/CAF

MuesTRA | P “oﬁ‘é:‘n?’m” %CenSH | % CenAH | % Cen AF
L1 5-10 2.450 d 2.206b 0,223 ¢
L1 10-20 3.450 ¢ 3.100a 0.350 ¢ 9.8377 a
L2 5-10 9.150 b 3.340 a 5.810b 0.577 b
L2 10-20 10.750 a 3.380a 7.370 a 0.457 B

' Promedios de tres replicaciones.
Promedios con la misma letra son estadisticamente iguales (P=0.05)

Al analizar el porcentaje de carbono en la SH se puede establecer que existen
diferencias altamente significativas entre los lotes, o cual es de esperar ya qué
estos, presentan historiales de manejo diferentes. Ademas, también sd
observaron diferencias significativas, al cambiar la profundidad de muest
en cada lote, encontrandose los promedios mas altos en las muestras tomad
a mayor profundidad, siendo un resultado esperado ya que a esta profundic
lag SH se acumulan en el perfil y se transforman a AH y AF. Para L1 de 10-
am, el porcentaje de carbono en los AH se acerca al obtenido para las
Indicando que efectivamente estas sustancias han evolucionado tanto, que
on su tolahdad se han transformado en AH, que es lo deseable para un pro
Wi humiticacion adecuado,
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Jlor el contrario para L2, este proceso estd avanzando de manera muy lenta
wumo se observa en la tabla 1. el porcentaje de carbono obtenide para los AF
son cercanos a los obtenidos para las SH. Analizando la calidad de h.u{j?us a-_
pirtir de la relacion %CAH / % CAF, se observa que para L2 esla FQ-ISGI.DH es
Inferior a la unidad, lo que sugiere un dominio de los AF, lo cuql- noes .c-:o_m.fe_niente
para la fertilidad del suelo, debido a que estos tienen un bajo peso rn__olecular y
pueden desplazar a los iones de las arcillas y hacer que estos se pl,er_t_ia.n por
lixiviacion. El proceso de acumulacion de estos a‘c&giqs en L2 se debe
posiblemente a que el suelo presenta unas condiciones fisicas precarias.

(1aso contrario sucede con las muestrasde L1 las cuales pregentan una relacion
mayor a la unidad, mostrando que existe una mayor can’f_sd-ad de AH Ic_:_qu_e
psté indicando unas mejores caracteristicas fisicas, quimicas y microbianas
ile este suelo.

De acuerdo con Ruiz (1997), para las sustancias homicas_, la relacion de Ifa_s
absorbencias a las longitudes de onda de 465 (E4) y 665 (E6) nm permite
donocer de forma indirecta propiedades como: La masa molar de las SH, el
rontenido de oxigeno, el contenido de grupos funcionales acidos, gl‘tre-mpo de
residencia en el suelo, la polimerizacién y la condensacion _de_e. las
macromoléculas. Seguin diferentes investigaciones (Kononova, 1966; Schm‘;zc:}r
y Khan, 1978; Ruiz, 1997) el coeficiente E/E, para los {-\H gene_ralmente varia
entre 2 y 6, cuanto menor sea este coeficiente mas condensados, mas
polimerizados, de menor masa molar y menos oxldados son !qs P:H,
caracteristicas que se logran cuando el suelo fiene un proceso de humificacion
avanzado.

Tabla 2. Coeficientes E JE, de los acidos humicos y falvicos

MUESTRA PROFUNDIDAD (cm) EJE.AH EJE.AF
L1 5 3,166 ¢ 9.973 a
L1 10 3.583 be 11,8334
L2 5 48204 5500 b
L2 10 4,086 b 5.000 b

Promedios de tres replicaciones. | _ .
Promedios con la misma letra son estadisticamente iguales (P=0.05)
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Al analizar los datos de la Tabla 2, para E/E, AH, se observan difereng
significativas en los valores promedios para los dgs lotes, L2 ﬁreseht’a’ dif

al cambiar la profundidad, esto es lo esperado puesto que en este lote las
se encuentran atn en proceso de formacion y acumulacion, encontrandose
promedio mas bajo en la muestra de 10 a 20 cm.

Para L1 el valor del coeficiente E/E, de los AH no presenta diferencis
sagn_tfsca.tw{::s al lcamb:ar la profundidad de muestreo, lo que indica que el proces
de humogénesis en este lote, a una profundidad de 5 a 20 cm es homogéney

Con respecto a los restiltados obtenidos en el coeficiente E /E de los AF, lg

vafore__s para L1 se encuentran en un rango de 9 a 12, no existiendo difere
estad‘ust{cam'ente -significativas_. al cambiar la profundidad de muestres..

obtenid::)s para la relacién %CAH/%CAF en la que se muestra un proceso
humogeénesis bastante avanzado para L1. Estos resultados también cbrrdtih'
que _eI_ proceso de humiticacion en L2 esta adn en proceso evolutivo ya que &l
coeficiente E/E, no alcanza el promedio minimo establecido para una‘estruak
de AF evolucionada (Kononova, 1982; Schnitzer, 1993). | T

CONCLUSIONES

El método Kononova-Belchikova que se estandarizé y modifics para la extraccion,
fraccionamiento, purificacion y analisis de las sustancias humicas, es a‘d'ec[ié
para suelos andisoles dentro de los cuales, se clasifican la mayor parte de lo; 5
suelos del departamento de Narifio, y ademés, al encontrarse diferenciag
altamente significativas entre los tratamis ntos, hace de este, un método confiable
y sensible. , | 4

El coeficiente E /E, y la relacién %CAH/%CAF son dos parametros muy Gtiles
faciles de calcular, ya que permiten conocer el grado de humificacién de uf
sueloy se calcula a partir de informacion encontrada durarite el fr-acci'onamién?
y analisis de las sustancias hiimicas. TR

El laboratori_o L1, presenta un proceso de humificacion avanzado, lo cual resulta
favorable para cualquier cultivo que se establezca, una vez que se corrijan otros
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luotores que afectan la fertilidad de este suelo. Por el contrario en el laboratorio
|, este proceso estd avanzando manera muy lenta, debido probablemente, a
Jue este suelo al estar anegado, crea un ambiente anaerobio para los
nicroorganismos, quienes necesitan del oxigeno, para degradar la materia
wyanica yasi, liberar los materiales primarios del proceso de humificacion.

Por lo tanto, mientras no se corrijan los problemas fisicos y quimicos de este
lnte, el proceso de humificacion no evolucionara adecuadamente.
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